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  El objetivo general de la presente tesis fue realizar estudios de 
caracterización y modulación de enzimas claves (en procesos digestivos y metabólicos y de 
modulación del contenido de reservas de energía) en el cangrejo eurihalino Neohelice 
granulata de la laguna costera Mar Chiquita y en el lenguado Paralichthys orbignyanus. La 
finalidad de estos estudios fue establecer el posible rol de enzimas clave en mecanismos de 
ajustes digestivos y/o metabólicos en relación a diferentes condiciones fisiológicas y/o 
ambientales cubriendo un área de vacancia en el estudio de la fisiología bioquímica, 
digestiva, integrativa y ambiental de estos organismos. Para cumplir con el objetivo general 
se plantearon los siguientes objetivos particulares:  a) determinar la existencia y 
características bioquímicas de actividades de Na+-K+ ATPasa y Na+ ATPasa en 
hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 1); b) determinar la modulación de la actividad 
de Na+ ATPasa y de Na+-K+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento 
en hepatopáncreas de N. granulata en diferentes condiciones de salinidad ambiental y el 
efecto in vitro de dopamina sobre ambas actividades (Capítulo 2); c) determinar la 
concentración de triglicéridos y proteínas y las actividades de lipasa, de fosfatasa alcalina 
(AP) sensible e insensible a levamisol en hepatopáncreas de machos adultos procedentes de 
planicie de marea y espartillar de la Laguna Costera Mar Chiquita a diferen tes tiempos 





luego de la exposición en laboratorio a las mismas condiciones de alimentación (Capítulo 
3); d) determinar la actividad de carbohidrasas en intestino y glucógeno y glucosa libre en 
órganos de reserva en adultos del lenguado P. orbignyanus (Capítulo 4); e) determinar la 
actividad de proteasas y lipasa en intestino y concentración de proteínas y triglicéridos en 
órganos de reserva en adultos del lenguado P. orbignyanus (Capítulo 5) y f)  caracterizar 
parcialmente la actividad de AP en intestino anterior de adultos del lenguado P. 
orbignyanus y la respuesta postingesta de la actividad de AP en intestino anterior de adultos 
y juveniles de P. orbignyanus (Capítulo 6). Los resultados de la presente tesis muestran la 
co-existencia  de actividad de Na+-K+ ATPasa (bomba clásica de sodio) y de Na+ ATPasa 
insensible a ouabaína e inhibible por furosemida (segunda bomba de sodio) en 
hepatopáncreas de N. granulata. Las mismas fueron parcialmente caracterizadas. La 
estimulación por Na + bajo total inhibición de la actividad de Na+-K+ ATPasa reveló la 
existencia  de actividad de Na + ATPasa la cual  fue totalmente inhibida por furosemida 2 
mM, exhibe cinética de Michaelis-Menten para ATP y actividad más alta alrededor de pH 
7,4 (Capítulo 1). Se determinó la existencia de una modulación específica y diferencial de 
la actividad Na+ ATPasa luego de la ingesta de alimento en hepatopáncreas de N. granulata 
sugiriendo su rol en ajustes digestivos y metabólicos postprandiales y como componente de 
respuestas post-ingesta a nivel bioquímico a la salinidad ambiental (Capítulo 2). Se observó 
que en individuos de N. granulata de planicie de mareas y espartillar,  la concentración de 
triglicéridos y las actividades de lipasa y de AP sensible a levamisol e insensible a 
levamisol en hepatopáncreas son afectadas diferencialmente por la exposición a una misma 
dieta (Capítulo 3). Se demostró la existencia de actividad de amilasa y de maltasa en 





intestino anterior de adultos de P. orbignyanus y de glucógeno en hígado y músculo 
(Capítulo 4), y la existencia de actividad de tripsina, N-aminopeptidasa (APN) y de lipasa 
en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus (Capítulo 5). Los resultados muestran 
una respuesta diferencial de la actividad de amilasa, maltasa (Capítulo 4), tripsina, APN y 
lipasa (Capítulo 5) a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en intestino anterior 
de adultos de P. orbignyanus y de reservas en hígado y músculo.  Por último se observó la 
existencia de actividad de AP en intestino de adultos y juveniles de P. orbignyanus, la cual 
se caracterizó parcialmente en adultos. Dicha actividad presenta una respuesta diferente a 
distintos tiempos postingesta sugiriendo la existencia de ajustes postprandiales diferenciales 
en relación a la edad (Capítulo 6).  
Los resultados de la presente tesis constituyen un aporte de importancia al conocimiento 
sobre diferentes aspectos de la fisiología bioquímica digestiva y metabólica de crustáceos 
decápodos y peces teleósteos en general y de cangrejos eurihalinos estuariales y peces 
planos estuario-dependientes de importancia regional, ecológica y/o comercial, en 
particular. Además, son de impacto y potencial aplicación en acuicultura debido a la 
importancia para la misma del conocimiento del perfil digestivo y metabólico a nivel 
bioquímico (existencia y modulación de enzimas digestivas específicas y reservas de 
energía) para el mejoramiento del cultivo y explotación de especies de interés comercial. 
 
Palabras clave: Enzimas digestivas, fosfatasa alcalina; Na+-K+ ATPasa; Na+ATPasa, 
hepatopáncreas, intestino, reservas de energía, cangrejos eurihalinos, peces eurihalinos 
 







The general objective of this thesis was to carry out studies of characterization and 
modulation of key enzymes (in digestive and metabolic processes and in modulation of the 
energy reserve content) in the eurihalin crab Neohelice granulata from Mar Chiquita 
Coastal Lagoon and in the flounder Paralichthys orbignyanus. The purpose of these studies 
was to establish the possible role of key enzymes  in mechanisms of digestive and/or 
metabolic adjustments in relation to different physiological and/or environmental 
conditions covering a vacancy area in the study of the biochemical, digestive, integrative 
and environmental physiology of these organisms. To accomplish the general objective, the 
following particular objectives were proposed: a) determine the existence and biochemical 
characteristics of Na + -K + ATPase and Na + ATPase activities in hepatopancreas of N. 
granulata (Chapter 1); b) determine the modulation of Na + K + ATPase and of Na+ ATPase 
activities at different times after feeding in hepatopancreas of N. granulata under different 
conditions of environmental salinity and the in vitro effect of dopamine on both activities 
(Chapter 2); c) determine triglyceride and protein concentration and lipase and alkaline 
phosphatase activities sensitive and insensitive to levamisole in hepatopancreas of 
individuals of N. granulata of from the maduflat and the saltmarsh of Mar Chiquita coastal 
lagoon under exposure to same feeding controlled conditions (Chapter 3); d) determine the 
activity of carbohydrases in the intestine and glycogen and free glucose in storage organs of 
adults of P. orbignyanus (Chapter 4); e) determine protease and lipase activity in the 





intestine and concentration of proteins and triglycerides in storage organs of adults of P. 
orbignyanus (Chapter 5) and fpartial characterization of alkaline phosphatase activity in the 
digestive tract of adults of P. orbignyanus and on the postprandial dynamics of alkaline 
phosphatase activity in intestine of juveniles and adults of P. orbignyanus (Chapter 6). The 
results of this thesis show the co-existence of Na + -K + ATPase activity (classical sodium 
pump) and the  ouabain insensitive and furosemide inhibible Na + ATPase (second sodium 
pump) in hepatopancreas of N. granulata. They were partially characterized. Stimulation by 
Na + under total inhibition of Na + -K + ATPase activity revealed the existence of Na + 
ATPase activity which was totally inhibited by 2 mM of furosemide, exhibits Michaelis-
Menten kinetics for ATP and higher activity around pH 7.4 (Chapter 1). The existence of a 
specific and differential modulation of Na + ATPase activity after feeding in 
hepatopancreas of N. granulata was determined, suggesting its role in postprandial 
digestive and metabolic adjustments and as a component of post-feeding responses at the 
biochemical level to salinity environmental (Chapter 2). It was observed that in individuals 
of N. granulata of mudflat and saltmarsh, the concentration of triglycerides and lipase, AP 
levamisole-sensitive and AP levamisole-sensitiv activities in hepatopancreas are 
differentially affected by exposure to the same diet (Chapter 3). The existence of amylase 
and maltose activity in the anterior intestine of adults of P. orbignyanus and glycogen in 
liver and muscle was demonstrated (Chapter 4), and also the existence of trypsin, N-
aminopeptidase (APN) and lipase activity in intestine of adult of P. orbignyanus (Chapter 
5). The results show a differential response of the amylase, maltose (Chapter 4), trypsin, 
APN and lipase activities (Chapter 5) at different times after feeding in the anterior 





intestine of adults of P. orbignyanus and reserves in liver and muscle. Finally, the existence 
of AP activity in the intestine of adults and juveniles of P. orbignyanus was observed, and 
it was partially characterized in adults. This activity presents a different response to 
different post-feeding times suggesting the existence of differential postprandial 
adjustments in relation to age (Chapter 6). 
The results of this thesis constitute an important contribution to the knowledge about 
different aspects of the digestive and metabolic biochemical physiology of decapod 
crustaceans and teleosts fish in general and of estuarial euryhaline crabs and estuarine-
dependent flatfish of regional, ecological and/or commercial importance, in particular. In 
addition, they are of impact and potential application in aquaculture due to the importance 
of the knowledge of the digestive and metabolic profile at the biochemical level 
(occurrence and modulation of specific digestive enzymes and energy reserves) for the 
improvement of the cultivation and exploitation of species of commercial interest. 
 
Key words: Digestive enzymes, alkaline phosphatase; Na+-K+ATPase; Na+ATPase, 
hepatopancreas, intestine, energy reserves, euryhaline crabs, euryhaline fishes. 
 
 







La capacidad de balancear la adquisición, almacenamiento y el uso de energía es 
crítica en la supervivencia, crecimiento y mantenimiento de los animales (Karasov y 
Douglas, 2013). En este contexto, el tracto digestivo cumple un rol esencial debido a su 
participación central en múltiples funciones que incluyen la digestión y absorción de 
nutrientes, balance hídrico y osmótico y defensa (Karasov y Douglas, 2013; Chang y 
Leung, 2014; Akiba et al., 2018; Chassaing y Gerwirtz, 2018; Liu et al., 2018). Así, los 
estudios sobre diferentes aspectos de la fisiología bioquímica del tracto digestivo 
constituyen una herramienta fundamental para el conocimiento integrado de las 
características digestivas (ej. presencia y modulación de enzimas digestivas específicas) y 
metabólicas (ej. presencia, tipo, localización y  modulación de reseras de energía) y de los 
ajustes en respuesta a diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales.  
Las enzimas digestivas desempeñan un rol fisiológico esencial como vínculo entre la 
ingestión, absorción y asimilación de nutrientes (del Valle y López Mañanes, 2011;Karasov 
et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; Chang y Leung, 2014; Imran et al., 2016). El nivel 
de actividad de enzimas digestivas constituye un factor clave que afecta la capacidad 
digestiva (Karasov y Douglas, 2013; Ramirez-Otarola et al., 2018). El nivel y modulación 
de actividad de carbohidrasas (ej. amilasa, maltasa), proteasas (ej. tripsina, N-
aminopeptidasa) y lipasas determinará la capacidad para la digestión y utilización de 
hidratos de carbono, proteínas y lípidos respectivamente. Las α-amilasas (α-1,4-glucano-4-





gluconohydrolasa, EC 3.2.1.1) tienen una importancia fisiológica central en el metabolismo 
de hidratos de carbono debido a su rol en los pasos iniciales de la digestión de sustratos 
glucogénicos dietarios (Date et al., 2015, Gominho-Rosa et al., 2015; Tiwari et al., 2015; 
Dhital et al., 2017). La maltasa tiene también un papel principal ya que interviene en las 
etapas iniciales asistiendo a la α- amilasa y en los pasos finales para producir glucosa 
(Dhital et al., 2013; Lin et al., 2016). La tripsina es una de las proteasas más importantes en 
tracto digestivo de animales (Wang et al., 2014; Perera et al., 2015). La N-aminopeptidasa 
(APN) es una ectopeptidasa de membrana que tiene un rol principal en pasos finales de la 
digestión proteica y se utiliza como índice de capacidad para digerir proteínas (Ramirez-
Otarola et al., 2011; Fairweather et al., 2012). Las lipasas son de importancia central debido 
a su rol en la digestión de lípidos dietarios y de reserva (Casas-Godoy et al., 2012; Karasov 
y Douglas, 2013). 
Diferentes enzimas en tracto digestivo son consideradas capaces de sostener 
funciones digestivas y absortivas mediante la provisión de iones o interviniendo en la 
modulación de la actividad de sistemas de transporte de nutrientes (Chang y Leung, 2014; 
Con et al., 2017). En células absortivas del tracto gastrointestinal, el mantenimiento y/o 
ajustes de gradientes de iones (ej sodio) son esenciales en procesos digestivos y de 
absorción de nutrientes (ej. absorción de glucosa y aminoácidos) ya que son necesarios para 
sostener la actividad de enzimas y sistemas de transporte de membrana que intervienen en 
los mismos (Holmgren y Olsson, 2009; Chang y Leung, 2014; Zhang et al., 2016; Con et 
al., 2017). El mantenimiento de gradientes de sodio en tejidos animales se ha atribuido 
principalmente a la Na+-K+ ATPasa (bomba de sodio clásica) (Zhang et al., 2016). Sin 





embargo, en varios tejidos, existe otra enzima, la Na+ ATPasa, que también desempeña un 
importante rol en el mantenimiento y/o ajustes de gradientes de sodio. La Na+ ATPasa 
independiente de K+, insensible a ouabaína e inhibible por furosemida (Na+ATPasa) 
(denominada comúnmente segunda bomba de sodio), bajo ciertas condiciones fisiológicas 
y/o ambientales, inclusive reemplaza a la Na+-K+ ATPasa por lo que tiene un rol clave en 
varios procesos fisiológicos (Rocafull et al., 2012; Vieyra et al., 2016). Otra enzima 
presente en el tracto digestivo, la fosfatasa alcalina (AP) es una enzima de membrana 
ubicua que cataliza la hidrólisis de monoésteres de fosfato de un amplio rango de sustratos 
a pH superiores a 7,0 y regula diferentes procesos fisiológicos esenciales en varios animales 
(Linder et al., 2013; Lallès, 2014, 2019a). La AP intestinal en mamíferos participa en la 
digestión y absorción de nutrientes, en la regulación de la secreción de bicarbonato y 
mantenimiento del pH de la mucosa duodenal y en varias especies se ha demostrado que 
protege al organismo de la invasión de microorganismos patógenos cumpliendo un rol 
esencial en el mantenimiento de la homeostasis intestinal siendo considerada una proteína 
de defensa (Estaki et al., 2014; Lallès 2014, 2019a; Ducatelle et al., 2018). 
El hepatopáncreas de crustáceos decápodos es un órgano multifuncional que 
desempeña un papel central en la digestión y absorción de nutrientes, almacenamiento de 
sustratos energéticos, en la síntesis de macromoléculas, como órgano endocrino y en la 
excreción de desechos nitrogenados (Fingerman et al., 1994; Huang et al., 2005; Zeng et 
al., 2010; Wang et al., 2014; Saborowski, 2015; Ribeiro et al., 2016; Vogt, 2019). En varios 
crustáceos decápodos, se ha relacionado la presencia y el nivel de actividad de enzimas 
digestivas en el hepatopáncreas con la naturaleza de los componentes dietarios que pueden 





ser potencialmente utilizados para los procesos metabólicos (Pavasovic et al., 2007, 
Figueiredo y Anderson, 2009; Ramirez-Otarola et al., 2011; Fairwather et al., 2012). En 
membranas apicales de las células del hepatopáncreas de varias especies se registró la 
presencia de diferentes transportadores de aminoácidos y péptidos dependientes de iones, 
sugiriendo el rol de este órgano en pasos finales de la digestión proteica y en la absorción 
de metabolitos resultantes (Ahearn et al., 1999; Duka y Ahearn, 2013). La dependencia de 
cationes en el transporte de nutrientes sugiere la importancia del mantenimiento de 
gradientes de sodio en procesos digestivos y absortivos en hepatopáncreas (Simmons et al., 
2012; Duka y Ahearn, 2013, 2014; Lignot y Charmantier, 2015; Saborowski, 2015). En 
hepatopáncreas de crustáceos, la AP estaría involucrada en varios estadíos del ciclo 
digestivo incluyendo síntesis y secreción de enzimas y en la absorción de productos 
digestivos (Barker y Gibson, 1977, Gibson y Barker,1979, Wang et al., 2014). En este 
contexto, el hepatopáncreas constituye un indicador sensible de las variaciones digestivas y 
metabólicas en relación a condiciones fisiológicas y/o ambientales (Zeng et al., 2010; 
Pinoni et al., 2011, 2013; Wang et al., 2014; Belgrad y Griffen, 2016; Ribeiro et al., 2016; 
Pinoni et al., 2018).  
En peces teleósteos, el intestino constituye el sitio principal de digestión y absorción 
de nutrientes (Con et al., 2017; Gisbert et al., 2018; Steimberg, 2018). En general, la batería 
de enzimas digestivas en intestino parece ser cualitativamente similar a la de otros 
vertebrados. Sin embargo, falta aún información sobre la existencia y características más 
específicas de diferentes enzimas digestivas y sobre su modulación en respuesta a 
diferentes condiciones fisiológicas para la mayoría de las especies (Steinberg, 2018). En 





distintas especies de peces, se ha observado la modulación de enzimas digestivas en 
respuesta a diferentes factores externos e internos, aunque los ajustes presentan diferencias 
intra e interespecíficos (Yúfera et al., 2012; Pujante et al., 2015; Pujante, 2019). En 
intestino de peces, la AP cumpliría funciones similares a la de mamíferos (Wang et al., 
2018; Lallès, 2019b). En diferentes vertebrados, la expresión de la AP intestinal es influida 
por la dieta y la privación de alimento (Geddes y Philpott, 2008; Guerville y Boudry, 2016; 
Bilski et al., 2017).  
  El contenido (tipo y concentración de reserva en diferentes sitios) y la modulación 
de sustratos de energía son una expresión del perfil metabólico y de ajustes en el 
metabolismo de hidratos de carbono, lípidos y/o proteínas (del Valle y López Mañanes, 
2012; Cadiz et al., 2018; Calí et al., 2019; Guo et al., 2019). En este contexto, los estudios 
sobre existencia, caracterización y modulación de enzimas claves en funciones digestivas, 
absortivas y de defensa del tracto digestivo y del contenido de reservas de energía permiten 
determinar el perfil digestivo y metabólico a nivel bioquímico, los posibles cambios y/o 
ajustes en respuesta a diferentes factores intrínsecos y extrínsecos y la naturaleza de los 
componentes dietarios y/o de reserva que pueden ser potencialmente utilizados. Resulta 
evidente la importancia de este tipo de estudios para especies animales de interés ecológico 
y/o económico tales como cangrejos eurihalinos intermareales y peces marinos estuarino-
dependientes ya que determinar el perfil digestivo y metabólico a nivel bioquímico y los 
ajustes en los mismos constituye una herramienta de gran valor para la compresión de 
diferentes aspectos de la fisiología bioquímica digestiva y metabólica, aspectos 
ecofisiológicos y para la selección de condiciones adecuadas de alimentación y 





mantenimiento, particularmente para especies con potencial para acuicultura (Murashita et 
al., 2013;  Sanz et al., 2015; Pujante et al., 2017).  
En este contexto, en la presente tesis se realizaron estudios de caracterización y 
modulación de diferentes enzimas clave en el cangrejo eurihalino intermareal Neohelice 
granulata y el lenguado Paralichthys orbignyanus.  
N. granulata es un cangrejo eurihalino intermareal que constituye un modelo animal 
para la investigación bioquímica, fisiológica y ecológica (Spivak, 2010).   N. granulata es 
un cangrejo cavador que construye cuevas en la zona intermareal, es la especie más 
importante en cuanto a su rol ecológico en las zonas costeras y estuarios del Atlántico 
sudoccidental y por su densidad poblacional (Luppi et al., 2013). Sus cuevas 
semipermanentes y los montículos que se forman a partir de la excavación de éstas, afectan 
la dinámica sedimentaria de estos ambientes incrementando el contenido de humedad, 
materia orgánica y penetrabilidad del sustrato. Debido a ello, esta especie tiene un rol 
ecológico clave en los estuarios como ingeniero ecosistémico (Angeletti et al., 2018).  Se 
ha demostrado la existencia y modulación de la actividad de diferentes enzimas digestivas 
en el hepatopáncreas sugiriendo el rol en ajustes digestivos y metabólicos en relación a 
diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales y la existencia de flexibilidad fenotípica 
digestiva y metabólica (Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2013, 2015; Michiels, 2015; Michiels et 
al., 2015a; Asaro et al., 2011, 2017a,b). Una sola población de este cangrejo puede habitar 
hábitats contrastantes (Spivak, 1997). En la Laguna Costera Mar Chiquita (Pcia de Bs. As.) 
es uno de los cangrejos dominantes encontrándose en toda la zona intermareal (Luppi et al, 
2013). Los individuos machos adultos de N. granulata de las zonas de planicie de mareas y 





de espartillar de la laguna costera Mar Chiquita constituyen un buen modelo para investigar 
la variabilidad intraespecífica en la flexibilidad digestiva y metabólica a nivel bioquímico 
ya que presentan especialización de hábitat (Pinoni et al., 2011; Luppi et al., 2013; Bas et 
al., 2014). En el ambiente natural, machos adultos de N. granulata de la zona de planicie de 
mareas y de espartillar exhiben diferencias en relación al hábitat en componentes clave del 
metabolismo lipídico y proteico. Dichas diferencias representarían ajustes digestivos y 
metabólicos en relación a las condiciones particulares de cada hábitat (disponibilidad de 
alimento/hábito alimenticio/salinidad) (Pinoni et.al., 2011). En condiciones controladas de 
laboratorio, machos adultos de la zona de planicie de mareas y de espartillar muestran 
diferentes respuestas en el contenido de reservas de energía y de la actividad de enzimas 
digestivas en hepatopáncreas frente a diferentes condiciones de salinidad sugiriendo la 
influencia del hábitat de origen sobre ajustes digestivos y metabólicos (Pinoni et al., 2013). 
Los peces planos de la familia Paralichthyidae tienen un importante rol ecológico y 
son importantes en pesquerías comerciales en toda la longitud del Atlántico, desde el Ártico 
profundo hasta las costas del sur de África y América del Sur (Díaz de Astarloa, 2002; 
Magnone et al., 2015; Munroe, 2015; Ruiz-Jarabo et al., 2015; Walsh et al., 2015). Los 
lenguados conforman uno de los principales recursos pesqueros, y la pesca ha inducido en 
la disminución en la abundancia de los predadores tope, produciendo un potencial daño 
sobre la estructura poblacional del área (Díaz de Astarloa, 1994; Rivera-Prisco et al., 2001). 
En Argentina, los peces pleuronectiformes del género Paralichthys son de gran valor 
comercial debido a la calidad de su carne (Díaz de Astarloa, 1994; Rivera-Prisco et al., 
2001). El lenguado P. orbignyanus es una especie marina estuarino-dependiente, que se 





distribuye desde Rio de Janeiro (Brasil) hasta el Golfo de San Matías (Argentina) con gran 
potencial para acuicultura (Sampaio et al., 2001, 2007, 2008; Radonic et al., 2007, 2016; 
López et al., 2009; Radonic y Macchi, 2009; Bolasina, 2011). P. orbignyanus es un 
predador tope de la cadena alimenticia (Díaz de Astarloa, 1994; Rivera-Prisco et al., 2001). 
El rol que tienen los predadores superiores en el control de las poblaciones de niveles 
tróficos más bajos, es un factor importante en la dinámica y estructura de las comunidades 
(Norbis y Galli, 2004). Sin embargo, no se conoce aún el perfil digestivo y metabólico de 
adultos de P. orbignyanus. En juveniles de esta especie, se ha demostrado la existencia de 
actividad de diferentes enzimas digestivas en tracto digestivo y de sustratos de energía en 
hígado y músculo de juveniles. Esto sugiere la existencia de una adecuada batería digestiva 
para la hidrólisis completa de varios sustratos dietarios y la capacidad para almacenamiento 
y/o utilización de reservas de energía en hígado y músculo (del Valle et al., 2016; Albanesi 
et al., 2017, 2018; Albanesi, 2018).  
El objetivo general de la presente tesis fue realizar estudios de caracterización y 
modulación de enzimas claves en procesos digestivos y metabólicos y de modulación del 
contenido de reservas de energía en el cangrejo eurihalino N. granulata de la laguna costera 
Mar Chiquita y en el lenguado P. orbignyanus. Así, poder establecer el posible rol de 
enzimas clave en mecanismos de ajustes digestivos y/o metabólicos en relación a diferentes 
condiciones fisiológicas y/o ambientales, cubriendo un área de vacancia en el estudio de la 
fisiología bioquímica, digestiva, integrativa y ambiental de estos organismos. 
 En este contexto, los objetivos  particulares fueron:  





- Determinar la existencia, características bioquímicas, las respuestas a diferentes 
tiempos luego de la ingesta de alimento en diferentes condiciones de salinidad ambiental y 
a dopamina de actividad de Na+-K+ ATPasa y de  Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. 
granulata (Capítulos 1 y 2) 
- Determinar la concentración de triglicéridos y proteínas y las actividades de 
lipasa, de fosfatasa alcalina (AP) sensible e insensible a levamisol en hepatopáncreas de 
machos adultos procedentes de planicie de marea y espartillar de la laguna costera Mar 
Chiquita a diferentes tiempos luego de la exposición en laboratorio a las mismas 
condiciones de alimentación (Capítulo 3). 
- Determinar a) la existencia de actividad de carbohidrasas (amilasa y maltasa), 
proteasas (tripsina, APN)  y lipasa en intestino anterior de individuos adultos de P. 
orbignyanus como índices de la capacidad potencial para la digestión de diferentes 
sustratos dietarios y  para digestión total de sustratos glucogénicos y proteínas, b) la 
concentración de glucógeno y de glucosa libre, proteínas y triglicéridos  en hígado y 
músculo de individuos adultos de P. orbignyanus para identificar sitios de 
almacenamiento de sustratos de energía,   c) la actividad  de amilasa,  maltasa, tripsina, 
APN y lipasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos adultos 
de P. orbignyanus para evaluar la dinámica temporal postprandial, d)  la concentración de 
glucógeno, glucosa libre, proteínas y triglicéridos a diferentes tiempos luego de la ingesta 
de alimento en hígado y músculo en individuos adultos de P. orbignyanus para la 
dinámica temporal de posibles ajustes metabólicos postprandiales, e) establecer aspectos 
comparativos con individuos juveniles  (Capítulos 4 y 5). 





- Determinar a) la existencia de actividad de AP y realizar una caracterización parcial 
de la misma en intestino de individuos adultos de P. orbignyanus y b) la actividad de AP a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos juveniles y adultos de P. 
orbignyanus para evaluar la dinámica temporal postprandial (Capítulo 6). 
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En células animales, el mantenimiento de gradientes de Na+ es esencial para 
sostener diferentes procesos fisiológicos clave, incluyendo la homeostasis celular (Clausen 
et al., 2017). La Na+-K+ ATPasa (bomba de sodio clásica) es una ATPasa de tipo P que 
transporta Na+ y K+ a través de la membrana plasmática estableciendo y manteniendo la 
alta concentración interna de K+ y la baja concentración interna de Na+, necesaria para la 
actividad de procesos de transporte involucrados en funciones celulares esenciales (ej. 
control del potencial de membrana, del volumen y pH celular, entrada y salida de solutos, 
excitabilidad y contractilidad) (Skou, 1997; Jørgensen et al., 2003; Jaitovich y Bertorello, 
2006; Apell, 2019; Pirahanchi y Aeddula, 2019). La ouabaína es un inhibidor altamente 
específico de la Na+-K+ ATPasa (Skou, 1997; Kaplan, 2002; Miles et al., 2013; Calusen et 
al., 2017; Leone et al., 2017). Así, se utiliza usualmente para la detección in vitro de la Na+-
K+ ATPasa, debido a que otras ATPasas del tipo P no son sensibles a la misma. En las 
células polarizadas animales, la Na+-K+ ATPasa basolateral se considera la principal 
responsable del transporte activo primario de Na+ para mantener los gradientes de este ión 
(Chang y Leung, 2014; Zhang et al., 2016; Nepal et al., 2019). Sin embargo, en varios 
tejidos, se ha demostrado que la Na+ ATPasa independiente de K+, insensible a ouabaína e 
inhibible por furosemida (Na+ ATPasa) (usualmente denominada segunda bomba de sodio) 
desempeña un importante rol en el mantenimiento y/o ajustes de gradientes de Na+ (del 





Castillo y Robinson, 1985a, b; Rocafull et al., 2012; Thomas et al., 2013; Vieyra et al., 
2016). 
La Na+ ATPasa es un miembro de la familia de ATPasas de tipo P que participa en 
la extrusión de Na+ en varias células polarizadas y no polarizadas y, por lo tanto, en el 
mantenimiento y/o ajustes de gradientes de este ión (Caruso-Neves et al., 1997, 2001, 2002; 
Rocafull et al., 2011, 2012; Thomas et al., 2013; Vieira-Filho et al., 2014; Vieyra et al., 
2016). Esta enzima se ha purificado y clonado a partir de enterocitos de cobayo (Rocafull et 
al., 2011). En comparación con vertebrados, la información acerca de la presencia y 
características de la Na+ ATPasa en invertebrados es escasa y fragmentaria. La Na+ ATPasa 
ha sido identificada en diferentes tejidos de varios invertebrados, como heterópteros, 
almejas, mejillones, cangrejos y parásitos (Caruso-Neves y Lopes, 2000; Pagliarani et al., 
2006, 2008; Pinoni y López Mañanes, 2009; Vieyra et al., 2016). Además de la Na+-K+ 
ATPasa, se ha demostrado la coexistencia de actividad de Na+ ATPasa en túbulos de 
Malpighi de insectos hematófagos Rhodnius sp. (Caruso-Neves y Lopes, 2000), y en 
branquias y manto del mejillón Mytilus galloprovincialis y de la almeja Tapes 
philippinarum (Pagliarani et al., 1996; Vieyra et al., 2016). En moluscos bivalvos, la Na+ 
ATPasa participaría junto con la Na+-K+ ATPasa en la regulación de la concentración 
intracelular de Na+ por medio del bombeo de este ión hacia el exterior celular (Pagliarani et 
al., 1996, 2006, 2008). Se ha demostrado la existencia de actividad de Na+ ATPasa en 
músculo de la quela de N. granulata coexistente con la actividad de Na+-K+ ATPasa 
(Pinoni y López Mañanes, 2009). 





El hepatopáncreas de crustáceos decápodos desempeña un papel central en la 
digestión y la absorción de nutrientes (Zeng et al., 2010; Wang et al., 2014; Saborowski, 
2015; Ribeiro et al., 2016; Vogt, 2019). Se ha sugerido la importancia del mantenimiento 
de gradientes adecuados de Na+ y de ATPasas del tipo P para sostener procesos digestivos 
y absortivos (Simmons et al., 2012; Duka y Ahearn, 2013, 2014; Lignot y Charmantier, 
2015; Saborowski, 2015). El trabajo de Zilli et al., (2003) en el camarón, Marsupenaeus 
japonicas es el único que describe la existencia de actividad de Na+ ATPasa en tracto 
digestivo de un crustáceo decápodo. 
En este capítulo se describen estudios para determinar la existencia y 
características bioquímicas de actividades de Na+-K+ ATPasa y Na+ ATPasa en 
hepatopáncreas de N. granulata.  
  
MATERIALES Y MÉTODOS 
Captura y mantenimiento de animales 
Machos adultos de N. granulata en intermuda (Drach y Tchernigovtzeff, 1967) 
con un ancho de caparazón mayor a 2,5 cm, se recolectaron en la zona de planicie de marea 
de la laguna costera Mar Chiquita (37 ° 32'-37 ° 45'S, 57 ° 19'-57 ° 26'O) y fueron llevados 
al laboratorio en agua del sitio de recolección el mismo día. La salinidad se determinó en 
unidades prácticas (ups). Los cangrejos se mantuvieron durante al menos 10 días a 35 ups 
(906 ± 26 mOsm kg-1; osmoconformación) (Pinoni y López Mañanes 2009; Michiels et al., 





2015a; Pinoni et al., 2013, 2015). Los valores de osmolalidad de la hemolinfa fueron de 
831 ± 78 (media ± SE, 10-15 cangrejos). Los cangrejos se colocaron en acuarios (36 L) 
bajo condiciones controlada: 12 h luz / 12 h oscuridad, 20 ± 2ºC, pH 7.4, agua 
continuamente aireada y filtrada (Pinoni et al., 2013; Michiels et al., 2015a). Los cangrejos 
fueron alimentados tres veces a la semana (Tetrapond Koi Vibrance, EE. UU.: 62% de 
hidratos de carbono, 31% de proteínas, 5% de lípidos) (alrededor de 0,07 g cangrejo-1). Los 
individuos fueron privados de alimento 24h antes de comenzar los experimentos (Michiels 
et al., 2015a; Asaro et al., 2018; Méndez et al., 2018, 2019).  
Preparación de las muestras 
Los cangrejos se crioanestesiaron durante 25 minutos en hielo (Pinoni y López 
Mañanes, 2009; Pinoni et al., 2011, 2013; Michiels et al., 2015a; Méndez et al., 2018, 
2019). Luego se pesaron y midieron los individuos y se extrajo el hepatopáncreas. El 
hepatopáncreas se pesó y luego se homogeneizó en buffer sacarosa 0,25 M / EGTA-Tris 0,5 
mM, pH 7,4; 4 ml g-1 de tejido (homogeneizador CAT × 120, herramienta T10) en hielo 
(Méndez et al., 2018). El homogeneizado se usó inmediatamente para ensayos de 
actividades enzimáticas. El hepatopáncreas de un individuo fue utilizado para cada 
preparación. 
Determinaciones cuantitativas 
La actividad de Na+-K+ ATPasa se analizó cuantificando la hidrólisis del ATP 
como se describió previamente (Pinoni y López Mañanes, 2009). La actividad de Na+-K+ 





ATPasa se determinó como la diferencia entre dos ensayos que contenían NaCl 100 mM, 
KCl 30 mM, MgCl2 10 mM y EGTA 0,5 mM en buffer imidazol 20 mM (pH 7,4) y el 
mismo medio en ausencia de KCl pero en presencia de ouabaína 1 mM. Luego de 
preincubar la muestra en la mezcla de ensayo durante 5 minutos a 30° C, se añadió ATP 
(concentración final 5 mM) y se continuó la incubación durante 15 minutos. Para detener la 
reacción, se añadieron 2 ml de reactivo de Bonting (ácido sulfúrico 560 mM, molibdato de 
amonio 8,1 mM y sulfato ferroso 176 mM) y se dejó a temperatura ambiente durante 20 
minutos. La cantidad de Pi liberado se cuantificó midiendo la absorbancia en 700 nm del 
complejo de fosfomolibdato reducido (Bonting, 1970). Para determinar la relación 
adecuada de concentraciones de sodio/potasio para la actividad de Na+-K+ ATPasa, la 
actividad se determinó en presencia de concentraciones variables de sodio y potasio pero 
siempre manteniendo constante la concentración total de sodio más potasio en 130 mM. 
Para estudiar el efecto de la ouabaína, la actividad se midió como se describió 
anteriormente, pero en ausencia y/o presencia de diferentes concentraciones de ouabaína 
(0,1 a 1,0 mM). Para estudiar el efecto de la concentración de ATP y el pH, se determinó la 
actividad en presencia de concentraciones variables de ATP (0,1 a 10 mM) o a diferentes 
pH (6,3 a 9,0) de la mezcla de ensayo. 
La actividad de Na+ ATPasa independiente de K+ e insensible a ouabaína (Na+ 
ATPasa) se acorde a Pinoni y López Mañanes, (2009). La actividad de Na+ ATPasa se 
determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis de ATP en un medio de reacción 
conteniendo NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 0,5 mM, ouabaína 1 mM y azida sódica 
1 mM (para inhibir F-ATPasas) en buffer imidazol 20 mM (pH 7,4). La actividad de Mg2+ - 





ATPasa (determinada en ausencia de NaCl) se restó en todos los casos. La muestra se 
preincubó durante 5 min a 30 ° C y luego se añadió ATP (concentración final 3 mM) y se 
continuó con una incubación durante 15 min. Para detener la reacción, se añadieron 2 ml de 
reactivo de Bonting (ácido sulfúrico 560 mM, molibdato de amonio 8,1 mM y sulfato 
ferroso 176 mM) y se dejó a temperatura ambiente durante 20 minutos. La cantidad de Pi 
liberado se cuantificó midiendo la absorbancia en 700 nm del complejo de fosfomolibdato 
reducido (Bonting, 1970). Para determinar el efecto de la concentración de sodio en la 
actividad de Na+ ATPasa insensible a ouabaína, se usaron concentraciones variables de Na+ 
(0,25 – 150 mM). Para estudiar el efecto de furosemida, se analizó la actividad en ausencia 
y/o presencia de diferentes concentraciones de furosemida (0,1 a 3 mM). Para estudiar el 
efecto de la concentración de ATP y el pH sobre la actividad de Na+ ATPasa insensible a 
ouabaína, se determinó la actividad en presencia de concentraciones variables de ATP (0,1 
a 12,0 mM) o a diferentes pH (6,3-9,0) de la mezcla de reacción.  
La determinación de la concentración de proteínas se realizó por el método de 
Bradford (1976). Como estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 
Osmolalidad de la hemolinfa 
La osmolalidad de la hemolinfa se determinó acorde a Pinoni et al., (2013, 2015); 
Michiels et al., (2015a); Méndez et al., (2018). Las muestras de hemolinfa (aproximadamente 
500 ul) se extrajeron del seno infrabranquial en la base del quelípedo por medio de una 
jeringa y se transfirieron a tubos de centrífuga fríos y se centrifugó a 10.000 × g 





(Beckman,Microfuge, B) durante 30 s. La osmolalidad se midió mediante un micro-
osmómetro (Osmomat 030 D, GONOTEC). 
 
Análisis Estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Sigma-Stat 
3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas 
y normalidad. Se realizó un análisis paramétrico, One-Way ANOVA, para estimar 
diferencias estadísticas. Un p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a 
posteriori de ANOVA (Bonferroni) para identificar las diferencias. 
Los resultados del efecto de concentraciones variables de Na+, K+, y ATP sobre las 
actividades de Na+-K+ ATPasa y de Na+ ATPasa se analizaron mediante análisis de 
regresión no lineal (software GraphPad Prism 5.01). Las correspondientes curvas que se 
muestran son las que mejor se ajustan a los datos experimentales. Los valores de Km 
(constante de Michaelis -Menten) se estimaron de las mismas (GraphPad Prism 5.01 
software). I50 (la concentración de ouabaína o furosemida a la que se inhibió el 50% de la 
actividad de ATPasa correspondiente) se calculó a partir de la curva de inhibición (software 
GraphPad Prism 5.01). 
 






Actividad de Na+ - K+ ATPasa en hepatopáncreas de Neohelice granulata 
La actividad de Na+ - K+ ATPasa aumentó con concentraciones crecientes de sodio 
hasta 100 mM exhibiendo cinética de Michaelis- Menten (Km aparente=36±5 mM para 














Figura 1.1. Actividad de Na+ - K+ ATPasa en presencia de concentraciones 
variables de sodio/potasio en presencia de  una concentración constante de Na+ 
más K+ de 130 mM  en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de Na+ - K+ 
ATPasa se determinó como se describió en Materiales y Métodos en presencia de  
MgCl2 10 mM/ EGTA 0,5 mM/ Na2ATP 5mM a pH 7,4 y 30 °C.  Los valores de 
actividad de Na+-K+ ATPasa se expresan en relación a la actividad en Na+100 mM / K+ 
30 mM (100%: 293 ±51 nmol Pi x min -1 x mg proteínas-1). La curva es la que mejor se 
ajusta a los datos experimentales. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. 
 
La ouabaína produjo la inhibición de la actividad de Na+-K+ ATPasa en 
hepatopáncreas (Figura 1.2). La inhibición máxima se obtuvo con una concentración 1 mM 
de ouabaína.  
La I50 (la concentración de ouabaína que produjo la mitad de la inhibición 
máxima) fue de 0,07 mM (Figura 1.2). 






Figura 1.2. Efecto de diferentes concentraciones de ouabaína (0 – 1 mM) sobre la 
actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de 
Na+ - K+ ATPasa se determinó como se describió en Materiales y Métodos en presencia 
de NaCl 100 mM/ KCl, 30 mM/ MgCl210 mM/EGTA 0,5 mM/ Na2ATP a pH 7,4 y 30 
°C en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de ouabaína (0,1 to 1,0 mM). 
Los valores de actividad se expresan en relación con la actividad en ausencia de 
ouabaína (100%: 242 ± 57 nmol Pi x min-1 x mg proteína-1). *indica diferente a la 
actividad sin ouabaína (One-Way ANOVA; p < 0,05). Los datos son la media ± S.E 
para 4 individuos.  
 
El efecto de la concentración de ATP (0,1-10 mM) se determinó sobre la actividad 
de Na+-K+ ATPasa. La actividad Na+-K+ ATPasa exhibió una cinética michaeliana (Km 
aparente= 0,7 ± 0,3 mM) (Figura 1.3). 














Figura 1.3. Efecto de diferentes concentraciones de ATP (0,1 – 10 mM) sobre la 
actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de 
Na+-K+ ATPasa se determinó como se describió en Materiales y Métodos en presencia 
de NaCl 100 mM/ KCl, 30 mM/ MgCl210 mM/EGTA 0,5 mM a pH 7,4 y 30 °C en 
ausencia y presencia de diferentes concentraciones de Na2ATP (0,1 to 10 mM). Los 
valores de actividad se expresan en relación con la actividad correspondiente en 
presencia de ATP 5 mM (100%: 246 ± 92 nmol Pi x min-1 x mg proteína-1). La curva es 
la que mejor se ajusta a los datos experimentales. Los datos son la media ± S.E. para 4-5 
individuos. 
 





La actividad de Na+-K+ ATPasa aumentó cuando el pH se incrementó de 6,3 a 8,0. 
A pH 9,0 la actividad de Na+-K+ ATPasa disminuyó hasta valores similares a pH 6,0 (Fig. 
1.4). 
Figura 1.4. Efecto del pH (6,3-9,0) sobre la actividad de Na+-K+ ATPasa en 
hepatopáncreas de N.granulata. La actividad de Na+-K+ ATPasa se determinó como se 
describió en Materiales y Métodos en presencia de NaCl 100 mM/ KCl, 30 mM/ MgCl210 
mM/EGTA 0,5 mM/ Na2ATP 5 mM a 30 °C y a diferentes pH (6,3-9,0). Los valores de 
expresan en relación con la actividad correspondiente a pH 7,4 (100%: 260 ± 25 nmol Pi 
x min-1 x mg proteína-1). Los datos son la media ± S.E. para 4-5 individuos. 
 





Actividad de Na+ - ATPasa independiente de K+, insensible a la ouabaína, 
sensible a furosemida (Na+ ATPasa) en hepatopáncreas de N. granulata 
En un segundo paso, se investigó la presencia de actividad de Na+ ATPasa 
independiente de K+, insensible a la ouabaína, sensible a furosemida en hepatopáncreas. La 
dependencia del sodio (0,25-150 mM) de la actividad de ATPasa se determinó en presencia 
de ouabaína 1 mM y en ausencia de potasio. En estas condiciones, la actividad Na+-K+ 
ATPasa está completamente inhibida (Fig. 1.2). La actividad ATPasa fue en incremento 
hasta una concentración de Na+ de 40 mM y luego se mantuvo constante. La actividad Na+ 





Figura 1.5. Efecto de diferentes concentraciones de Na+ (0,25 – 150 mM) sobre la 
actividad de Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de Na+ 
ATPasa se determinó como se describió en Materiales y Métodos en presencia de MgCl2 
10 mM/EGTA, 0,5 mM/ouabaína 1 mM/azida sódica 1 mM/ Na2 ATP 3 mM a pH 7.4 y 
30 °C en presencia de concentraciones variables de Na+. Los valores de la actividad Na+ 
ATPasa se expresan en relación con la actividad en 100 mM de Na+ (100%: 460 ± 113 
nmol Pi x min-1 x mg proteína-1). La curva es la que mejor se ajusta a los resultados 
experimentales. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. 





La furosemida produjo la inhibición de la actividad de Na+ ATPasa en 
hepatopáncreas (Figura 1.6). La inhibición máxima se obtuvo con una concentración 2-3 
mM de furosemida. La I50 (la concentración de furosemida que produjo inhibición 
semimáxima de la actividad de ATPasa insensible a ouabaína) fue aproximadamente 0,6 






Figura 1.6. Efecto de diferentes concentraciones de furosemida (0,5 – 3 mM) sobre la 
actividad de Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de Na+ 
ATPasa se determinó como se describió en Materiales y Métodos en presencia NaCl 100 
mM/MgCl2 10 mM/EGTA, 0,5 mM/ouabaína 1 mM/azida sódica 1 mM/ Na2 ATP 3 mM 
a pH 7.4 y 30 °C y en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de furosemida. 
Los valores de Na+ ATPasa insensible a ouabaína se expresan en relación con la actividad 
en ausencia de inhibidor (100%: 17 ± 2 nmol Pi x min-1 x mg proteínas-1). * indica 
diferente de la actividad sin furosemida (One-Way ANOVA: p < 0,05) I50: concentración 
de furosemida que produjo 50% de inhibición se calculó mediante GraphPad Prism 5.01. 
Los datos son la media ± S.E. para 4-5 individuos. 





El efecto de diferentes concentraciones de ATP (0,1 – 12 mM) se determinó sobre 
la actividad de Na+ ATPasa. La actividad de Na+ ATPasa exhibió una cinética michaeliana 
para ATP (Km aparente = 0,5 ± 0,16 mM nmol Pi x min









Figura 1.7. Efecto de diferentes concentraciones de ATP (0,1 – 12 mM) sobre la 
actividad de Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de Na+ 
ATPasa se determinó como se describió en Materiales y Métodos en presencia NaCl 100 
mM/MgCl2 10 mM/EGTA, 0,5 mM/ouabaína 1 mM/azida sódica 1 mM a pH 7,4 y 30 °C 
y en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de ATP (0,1 – 12 mM). Los 
valores de actividad se expresan en relación a la actividad correspondiente en presencia 
de ATP 3 mM (100%: 424 ± 84 nmol Pi x min-1 x mg proteína-1). La curva es la que 
mejor se ajusta a los resultados experimentales. Los datos son la media ± S.E. para 4-5 
individuos. 
 





La actividad de Na+ ATPasa aumentó de pH de 6,3 a 7,4 (Figura 1.8). A pHs más 
elevados la actividad disminuyó siendo a pH 9,0 aproximadamente un 20% de la actividad 









Figura 1.8. Efecto del pH (6,3 – 9,0) sobre la actividad de Na+ ATPasa en 
hepatopáncreas de N. granulata. La actividad de Na+ ATPasa se determinó como se 
describió en Materiales y Métodos en presencia NaCl 100 mM/MgCl2 10 mM/EGTA, 0,5 
mM/ouabaína 1 mM/azida sódica 1 mM/ Na2 ATP 3 mM a a 30 °C y a diferentes pH (6,3 
– 9,0). Los valores de la actividad Na+ ATPasa se expresan en relación con la actividad 
correspondiente a pH 7,4 (100%: 92 ± 43 nmol Pi x min-1 x mg proteína-1). Los datos son 
la media ± S.E. para 4-5 individuos. 
 






Los resultados muestran la coexistencia de actividad de Na+ ATPasa (segunda bomba 
de sodio) y de actividad de Na+-K+ ATPasa (bomba de sodio clásica) en hepatopáncreas del 
cangrejo eurihalino intermareal Neohelice  granulata. 
Hasta el momento no hay datos disponibles sobre características bioquímicas de la 
actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de crustáceos decápodos. El patrón de 
respuesta a diferentes concentraciones de K+ y ATP, y la fuerte dependencia del pH de la 
actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata es similar a lo encontrado 
para branquias de varios crustáceos decápodos (Neufeld et al., 1980; D'Orazio y Holliday, 
1985; Corotto y Holliday, 1996; Lucu y Towle, 2003; Leone et al., 2014, 2017). En 
homogenatos de branquias anteriores y posteriores de N. granulata, el pH óptimo de la 
actividad de Na+- K+ ATPasa es de aproximadamente 7.4-7.6, y dicha actividad disminuye a 
pH más bajos y más altos (Castilho et al., 2001). En el músculo de la quela del cangrejo 
eurihalino Cyrtograpsus angulatus, la actividad de Na+-K+ ATPasa también presenta una 
fuerte dependencia del pH (Pinoni y López Mañanes, 2008). 
La insensibilidad a la ouabaína (un inhibidor específico de la Na+-K+ ATPasa; (Skou, 
1997; Kaplan, 2002; Miles et al., 2013; Clausen et al., 2017; Leone et al., 2017) y la 
inhibición por furosemida (contrariamente a lo que ocurre para la Na+-K+ ATPasa) 
permitieron identificar la existencia de una actividad de Na+ ATPasa en varios tejidos de 
vertebrados e invertebrados (Proverbio et al., 1986, 1991; Caruso-Neves et al., 1999; 
Beltowski et al., 2004; Rocafull et al., 2012; Vieyra et al., 2016). Utilizando esta herramienta, 





los resultados de este capítulo muestran, por primera vez en un cangrejo eurihalino, la 
existencia de actividad de Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. La coexistencia de 
actividad de Na+ ATPasa y actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas es similar a lo 
descripto para intestino delgado de mamíferos (Rocafull et al., 2012; Vieyra et al., 2016) y a 
lo encontrado en músculo de la quela de este cangrejo (Pinoni y López Mañanes, 2009). 
Similarmente a lo que ocurre en músculo de la quela (Pinoni y López Mañanes, 2009), la 
inhibición máxima por furosemida de la actividad de Na+ ATPasa en hepatopáncreas se 
alcanzó a una concentración de 2 mM, concentración que inhibe completamente esta actividad 
en insectos y mamíferos (del Castillo y Robinson, 1985b; Moretti et al., 1991; Caruso-Neves 
y Lopes, 2000; Caruso-Neves et al., 2002; Beltowski et al., 2004). La cinética de Michaelis-
Menten de la actividad de Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata concuerda con lo 
encontrado para esta actividad en músculo de la quela (Pinoni y López Mañanes, 2009) y en 
branquias de trucha arco iris (Ventrella et al., 2001), riñón de cerdo (Caruso -Neves et al., 
2002) y en parásitos (de Almeida-Amaral et al., 2008). La actividad de Na+ ATPasa en el 
hepatopáncreas mostró ser más sensible al pH siendo más baja a pH ácido (6,3) y alcalino 
(9,0) en comparación con la actividad en músculo de la quela (Pinoni y López Mañanes, 
2009). Se requiere mayor investigación para establecer si la diferente sensibilidad al pH se 
debe a la existencia de diferentes formas específicas de tejido. 
En resumen, los resultados presentados en este capítulo, muestran por primera vez la 
existencia de actividad de Na+ ATPasa, coexistente con la bomba de sodio clásica, en 
hepatopáncreas de un cangrejo eurihalino intermareal. La coexistencia de ambas actividades 
podría sugerir un rol diferencial de las mismas en diferentes condiciones fisiológicas y/o 





ambientales como describimos en músculo de la quela (Pinoni y López Mañanes, 2009). En 
este contexto en el siguiente capítulo se describen estudios de modulación de las actividades 
de Na+ ATPasa y de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas. 






Estudios de modulación de las 
actividades de Na+ ATPasa y Na+-K+ 














En células absortivas del tracto gastrointestinal de vertebrados, el mantenimiento 
y/o ajustes de gradientes de Na+ son esenciales en procesos digestivos y de absorción de 
nutrientes (ej. absorción de aminoácidos y glucosa), ya que soportan la actividad de 
enzimas y sistemas de transporte de membrana (ej. transporte facilitado) que intervienen en 
los mismos (Holmgren y Olsson, 2009; Chang y Leung, 2014; Zhang et al., 2016; Con et 
al., 2017; Nepal et al., 2019; Palaniappan et al., 2019; Qu et al., 2019). Como señalamos 
anteriormente en la presente tesis (Capítulo 1), en todas las células polarizadas de los 
tejidos animales se considera a la Na+-K+ ATPasa basolateral (la bomba de sodio clásica) 
como la principal responsable del transporte activo primario de Na+ para mantener 
gradientes de dicho ión (Skou, 1997; Jorgensen et al., 2003; Jaitovich y Bertorello, 2006; 
Apell, 2019; Pirahanchi y Aeddula, 2019). Sin embargo, en varios tejidos de vertebrados e 
invertebrados la actividad de Na+ ATPasa independiente de K+, insensible a ouabaína, 
sensible a furosemida (Na+ ATPasa) (usualmente denominada segunda bomba de sodio) 
también tendría un rol en estos procesos (del Castillo y Robinson, 1985a, b; Rocafull et al., 
2012; Thomas et al., 2013; Vieyra et al., 2016). Este parece ser el caso para enterocitos de 
mamíferos, en donde la Na+ ATPasa estaría involucrada en el mantenimiento de gradientes 
de Na+ y, de esta manera, en procesos digestivos y absortivos (Rocafull et al., 2012; Vieyra 
et al., 2016).  





El hepatopáncreas de crustáceos decápodos desempeña un papel central en la 
digestión y la absorción de nutrientes (Zeng et al., 2010; Wang et al., 2014; Saborowski, 
2015; Ribeiro et al., 2016; Vogt, 2019). En varias especies se observó la activación de 
diferentes transportadores dependientes de Na+ durante la absorción de nutrientes, 
sugiriendo la importancia del mantenimiento de gradientes adecuados de Na+ para sostener 
procesos digestivos y absortivos (Simmons et al., 2012; Duka y Ahearn, 2013, 2014; Lignot 
y Charmantier, 2015; Saborowski, 2015). En este contexto, la coexistencia de actividades 
de Na+-K+ ATPasa y de Na+ ATPasa en hepatopáncreas y su potencial modulación 
diferencial luego de la ingesta de alimento podrían ser importantes para soportar y/o 
modificar procesos digestivos y de absorción en diferentes condiciones fisiológicas y / o 
ambientales.  
En varias especies de cangrejos eurihalinos, incluyendo N. granulata, la 
modulación diferencial de la actividad de enzimas digestivas en el hepatopáncreas sugiere 
la existencia de distintos ajustes digestivos y metabólicos a nivel bioquímico en respuesta a 
diferentes condiciones de salinidad ambiental (Asaro et al., 2011, 2017a, 2018; Romano y 
Zeng, 2012; Michiels et al., 2013, 2015a, 2017; Wang et al., 2014; Pinoni et al., 2013, 
2015; Pinoni y López Mañanes, 2016). N. granulata presenta una diferente modulación 
postprandial temporal de la actividad de enzimas digestivas en hepatopáncreas, lo que 
sugiere la existencia de ajustes concomitantes en procesos absortivos (Pinoni, 2009; Pinoni 
et al., 2015; Michiels, 2015; Pinoni y López Mañanes, 2016; Méndez et al., 2019). 
Además, las respuestas postprandiales de enzimas digestivas específicas (ej. N-
aminopeptidasa) en hepatopáncreas difieren en individuos de N. granulata expuestos a 35 





ups (condición de osmoconformación) y a baja salinidad (10 ups, condición de 
hiperregulación), sugiriendo la existencia de diferentes ajustes digestivos y metabólicos 
postprandiales a nivel bioquímico dependiendo de la salinidad ambiental (Pinoni, 2009; 
Pinoni et al., 2015; Michiels, 2015; Méndez et al., 2019). Los resultados presentados en el 
Capítulo 1 de la presente tesis muestran la coexistencia de actividad de Na+ ATPasa y de 
actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata lo que podría sugerir un 
rol diferencial de las mismas en distintos procesos fisiológicos y/o condiciones ambientales 
al como sugerimos para estas actividades en músculo de la quela  (Pinoni et al., 2009). Las 
diferentes respuestas de la actividad de Na+ ATPasa y de  Na+-K+ ATPasa en músculo de la 
quela a salinidad ambiental  sugieren que podrían estar sujetas a modulación diferencial 
por mensajeros químicos primarios  (Pinoni et al., 2009; resultados no publicados de 
nuestro grupo). En este contexto, las aminas biogénicas circulantes juegan un rol 
importante en la regulación de diferentes procesos fisiológicos en crustáceos decápodos 
(Cebada y García, 2007; Clark et al., 2008; Christie et al., 2014; Lucena et al., 2019; 
Pamuru, 2019; Pan et al., 2019). Varias aminas biogénicas como, por ejemplo, la 
dopamina, han sido detectadas en hepatopáncreas el cual constituye también un importante 
órgano endocrino (Fingerman et al., 1994; Huang et al., 2005; Saborowsky, 2015). Se ha 
sugerido el rol de la dopamina como mensajero químico primario involucrado en la 
regulación de funciones digestivas. Así, la dopamina modula la actividad de diferentes 
enzimas digestivas en hepatopáncreas de cangrejos eurihalinos (Michiels et al., 2013, 
2015a,b). La actividad de N-aminopeptidasa (APN) en hepatopáncreas de N. granulata es 
estimulada in vitro por dopamina sugiriendo su efecto directo sobre el hepatopáncreas. En 





varios crustáceos decápodos, la dopamina modula la actividad de Na+-K+ ATPasa en 
branquias (Lucena et al., 2019; Pan et al., 2019).   Por otro parte, la dopamina modula por 
diferentes mecanismos la Na+ ATPasa de células renales de mamíferos (Vieyra et al., 
2016). No se han realizado aún estudios sobre la modulación por mensajeros químicos 
primarios de la actividad de Na+ ATPasa en invertebrados en general o sobre la  
actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de crustáceos decápodos. 
En este capítulo se determina la respuesta de la actividad de Na+ ATPasa y de 
Na+-K+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en hepatopáncreas de 
N. granulata en diferentes condiciones de salinidad ambiental y se analiza el efecto de 
dopamina in vitro sobre ambas actividades. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Captura y mantenimiento de animales 
Para la captura de los individuos se procedió como se describió en la sección 
Materiales y Métodos del Capítulo 1 de la presente tesis. Se trabajó con machos adultos de 
N. granulata mantenidos en 35 ups (906± 26 mOsm kg-1, condición de osmoconformación) 
o 10 ups (274±34 mOsm kg-1, condición de hiper-regulación) (Pinoni y López Mañanes, 
2009; Michiels et al., 2015a; Pinoni et al., 2013, 2015; Méndez et al., 2018, 2019). Para 
determinar las actividades enzimáticas en hepatopáncreas a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento, cangrejos mantenidos en 35 ups o 10 ups, y privados de alimento por 





120 h, fueron alimentados individualmente. El tiempo cero se tomó cuando la cantidad total 
de alimento ofrecido fue ingerida (lo que tomó como máximo 5 min). Los cangrejos que no 
comieron o comieron parcialmente no se usaron en los experimentos. Los individuos 
fueron crioanestesiados a tiempo cero y 1, 24, 48 y 120 h luego de la ingesta de alimento 
para determinar las actividades de Na+ ATPasa y Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas. Estos 
tiempos fueron seleccionados de acuerdo al trabajo experimental en nuestro laboratorio que 
muestra que en machos de este cangrejo ocurren cambios digestivos y metabólicos 
postprandiales a nivel bioquímico hasta 120 h luego de la ingesta de alimento (Asaro et al., 
2009; Méndez et al., 2011, 2012, 2019; Michiels, 2015; Michiels et al., 2015a, Pinoni et al., 
2015; Asaro, 2016). 
Preparación de las muestras 
Se realizó según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 1 de 
la presente tesis. 
Para estudiar el efecto in vitro de dopamina (DA) sobre las actividades de Na+ 
ATPasa y de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas, secciones de hepatopáncreas (100 mg) se 
incubaron en ausencia o en presencia de diferentes concentraciones de DA en 2 ml de un 
medio que contuvo (mM): NaCl 400, KCl 13, 10 MgCl2 8,8 H3BO3, pH 7,6 a 30º C acorde 
a Michiels et al., (2015a,b) y 2% p/v de coctel inhibidor de proteasas de uso general 
(SIGMA). A tiempos 0 y 30 min de incubación, se separó el tejido y se homogeneizó en 
buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,4 (4 ml x g tejido-1) para determinar la correspondiente 





actividad enzimática. Para estos experimentos, se trabajó con secciones de hepatopáncreas 
de individuos recién alimentados (tiempo cero) o luego de 24 h de la ingesta de alimento. 
Determinaciones cuantitativas 
Las actividades de Na+ ATPasa y de Na+-K+ ATPasa se determinaron como se 
describió en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 1 de la presente tesis. 
La determinación de la concentración de proteínas se realizó como se describió en 
la sección Materiales y Métodos del Capítulo 1 de la presente tesis. 
Análisis Estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Sigma-Stat 
3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas 
y normalidad. Se realizó un análisis paramétrico One-Way ANOVA para estimar las 
diferencias estadísticas. Un p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a 
posteriori de ANOVA (Bonferroni) para identificar las diferencias (Méndez et al., 2018). 







Actividad de Na+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en 
hepatopáncreas de N. granulata mantenidos en diferentes salinidades 
En individuos mantenidos en 35 ups, la actividad de Na+ ATPasa en 
hepatopáncreas no cambió entre 1 y 24 h luego de la ingesta de alimento. A las 48 h post-
ingesta, la actividad de Na+ ATPasa incrementó (aproximadamente 15 veces) en 
comparación con la actividad a tiempo 0. A las 120 h después de la ingesta de alimento, la 
actividad Na+ ATPasa volvió a valores similares a tiempo 0 (Figura 2.1). 
 
 






Figura 2.1. Actividad de Na+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de 
alimento en hepatopáncreas de N. granulata mantenidos en 35 ups. Los datos son 
la media ± S.E para 4 - 6 individuos. * Indica diferente a la correspondiente actividad 
a t0 (P <0,05). 
 
En individuos mantenidos a 10 ups, la actividad de Na+ ATPasa fue menor a 1 y 
24 h luego de la ingesta de alimento con respecto a la actividad a t0. A las 48 h después de 
la ingesta de alimento, la actividad de Na+ ATPasa aumentó hasta valores similares a t0 y 










Figura 2.2. Actividad de Na+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de 
alimento en hepatopáncreas de N. granulata mantenidos en 10 ups. Los datos son 
la media ± S.E para 4 - 6 individuos. * Indica diferente a la correspondiente actividad 
a t0 (P <0,05). 
 
Actividad de Na+-K+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento 
en hepatopáncreas de N. granulata mantenidos en diferentes salinidades 
La actividad de Na+-K+ ATPasa en hepatopancreas de N. granulata no varió a los 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento para individuos mantenidos en 35 ups o 
en 10 ups (Figuras 2.3 y 2.4). 
 








      
Figura 2.3. Actividad de Na+-K+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de 
aliomento en hepatopáncreas de N. granulata mantenidos en 35 ups. Los datos son 
la media ± S.E para 4-5 individuos. 





                                                                          
 
Figura 2.4. Actividad Na+-K+ ATPasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de 
alimento en hepatopáncreas de N. granulata mantenidos en 10 ups. Los datos son la 
media ± S.E para 4-5 individuos. 
 
Efecto in vitro de dopamina (DA)  sobre la actividad de Na+ ATPasa y Na+-K+ 
ATPasa en hepatopáncreas de Neohelice granulata 
Concentraciones de DA 10−5 M, 5 x 10−5 M o 10−4 M no afectaron las actividades 
de Na+ ATPasa o de Na+-K+ ATPasa en secciones de hepatopáncreas de individuos recién 
alimentados mantenidos en 35 ups (Figura 2.5) o de individuos 24 h luego de la ingesta de 
alimento (no mostrado).  











Figura 2.5. Actividad de Na+ ATPasa (A) y de Na+-K+ ATPasa (B) en ausencia o 
presencia de diferentes concentraciones de DA en secciones de hepatopáncreas de 
individuos de  N. granulata recién alimentados (tiempo cero) en 35 ups.  Los datos 
son la media ± S.E para 4-5 individuos. 
 
DISCUSIÓN 
Los resultados del presente capítulo muestran la existencia de modulación 
específica y diferencial de la actividad de Na+ ATPasa luego de la ingesta de alimento en 
hepatopáncreas de N. granulata. 
En crustáceos decápodos, el hepatopáncreas constituye el sitio principal de 
absorción de nutrientes, y además es donde se llevan a cabo los pasos iniciales de síntesis 
de macromoléculas luego de la ingesta de alimento (McGaw y Curtis, 2013; Carter y 
Mente, 2014; Saborowski, 2015). El aumento agudo y marcado de la actividad de Na+ 





ATPasa en 35 ups en hepatopáncreas de N. granulata 48 h después de la ingesta de 
alimento, sugiere el rol de esta actividad en ajustes digestivos y absortivos postprandiales 
(por ejemplo, manteniendo gradientes de Na+). En intestino delgado de mamíferos, los 
aminoácidos resultantes de la acción de la actividad de la ectopeptidasa N-aminopeptidasa 
(APN) unida a membrana son absorbidos por diferentes transportadores, la mayoría de los 
cuales dependen de Na+ (Fairweather et al., 2012; Chang y Leung, 2014; Vuille -dit-Bille et 
al., 2015). Los gradientes de Na+ necesarios para sustentar la absorción de nutrientes 
parecen estar mantenidos por la actividad de Na+ ATPasa junto con la bomba de Na+ 
clásica (Rocafull et al., 2012; Vieyra et al., 2016). En células intestinales y renales de 
mamíferos la modulación de la actividad de Na+ ATPasa resulta en modificaciones en la 
absorción de Na+ (Caruso-Neves et al., 1997, 2000, 2001; Gomes et al., 2008; Líbano-
Soares et al., 2011; Wengert et al., 2005, 2007, Rocafull et al., 2012; Dias et al., 2014; 
Thimm et al., 2015; Vieyra et al., 2016). En enterocitos del pez Sparus aurata la Na+ 
ATPasa sostiene el funcionamiento de procesos de transporte activo secundario (Dópido et 
al., 2004). La actividad de APN en hepatopáncreas de N. granulata aumenta a las 24 h 
postingesta en individuos mantenidos en 35 ups, lo que sugiere un aumento postprandial de 
la digestión final de proteínas (Michiels, 2015; Michiels et al., 2015a). En este contexto, el 
aumento de la actividad de Na+ ATPasa luego de la ingesta de alimento en hepatopáncreas 
de N. granulata en 35 ups podría ser necesario para soportar un posible aumento en la 
absorción dependiente de Na+ de productos de la digestión. En el hepatopáncreas de varios 
crustáceos decápodos, durante la asimilación de nutrientes se ponen en funcionamiento 
transportadores dependientes de Na+ (Lignot y Charmantier, 2015; Saborowski, 2015; 





Scheffler y Ahearn, 2017). No se han realizado estudios aún para describir los 
transportadores de nutrientes dependientes de  Na+  presentes en  hepatopáncreas de N. 
granulata. En mamíferos, los mecanismos de regulación de la Na+ ATPasa parecen ser muy 
complejos. En células intestinales y renales, la Na+ ATPasa está regulada por diferentes 
mensajeros químicos y vías de señalización tales como cAMP / proteína quinasa A (PKA) y 
vías purinérgicas y dopaminérgicas. La modulación por estas vías que conduce a cambios 
en la actividad de Na+ ATPasa resulta en modificaciones en la absorción de Na+ (Wengert 
et al., 2005, 2007; Rocafull et al., 2012; Dias et al., 2014; Thimm et al., 2015; Vieyra et al., 
2016). Existe una estimulación in vitro por dopamina de la actividades de lipasa y de APN 
en hepatopáncreas de individuos de N. granulata expuestos a 35 ups (Michiels et al., 2015 
a,b). En este contexto, investigamos si la actividad de Na+ ATPasa y/o de Na+-K+ ATPasa 
en hepatopáncreas podrían ser afectadas in vitro por esta amina biogénica. Se ha 
demostrado que la dopamina regula la actividad de estas ATPasas en diferentes tejidos de 
invertebrados y vertebrados (Vieyra et al., 2016; Banday et al., 2019; Lucena et al., 2019, 
Pan et al., 2019). Los resultados de la presente tesis muestran que la dopamina tuvo efecto 
in vitro sobre las actividades de Na+ ATPasa o de Na+-K+ ATPasa en hepatopáncreas de N. 
granulata contrariamente a lo demostrado para actividades de APN y lipasas (Michiels et 
al., 2015a; b). Esto sugiere que los cambios postprandiales de las actividades de enzimas 
digestivas clave y de Na+ ATPasa podrían implicar diferentes vías de regulación (ej. 
distintos mensajeros químicos primarios). Sin embargo, se necesita mayor evidencia 
experimental para descartar una diferente sensibilidad a dopamina de la Na+ ATPasa o de la 





Na+-K+ ATPasa (ser afectadas por otras concentraciones de dopamina) y/o establecer 
posibles vías de regulación involucradas en su modulación. 
Por otro lado, la exposición a baja salinidad (10 ups) afecta la respuesta luego de la 
ingesta de alimento de la actividad de diferentes enzimas digestivas en hepatopáncreas de 
N. granulata sugiriendo la existencia de una diferente dinámica temporal postprandial de 
ajustes digestivos y absortivos a nivel bioquímico dependiendo de la salinidad ambiental 
(Michiels, 2015: Pinoni et al., 2015; Méndez et al., 2019). En este contexto, los ajustes 
diferenciales de la actividad de APN y de la actividad proteolítica total luego de la ingesta 
de alimento en 10 ups podrían estar relacionados con cambios concomitantes en 
mecanismos dependientes de Na+ (por ejemplo una menor absorción de aminoácidos) y 
consecuentemente con una menor demanda de flujo de Na+ (Michiels et al., 2015a). La 
disminución 1 h luego de la ingesta de alimento de la actividad de Na+ ATPasa en 
hepatopáncreas de N. granulata en 10 ups apoya esta idea. Además, las diferentes 
respuestas de la actividad de Na+ ATPasa señalan a esta enzima como uno de los 
componentes implicados en las distintas respuestas postprandiales dependiendo de la 
salinidad en este cangrejo. 
En células que transportan Na+ a tasas muy altas, como en el intestino delgado, la 
Na+ ATPasa sería necesaria para la absorción de este ión, nutrientes y agua sin un aumento 
significativo en la concentración de K+ intracelular y de esta manera, previniendo el 
envenenamiento por el mismo (Rocafull et al., 2012; Vieyra et al., 2016). El hecho que la 
actividad de Na+-K+ ATPasa no varió luego de la ingesta de alimento en individuos 





mantenidos en 35 o 10 ups sugiere la modulación específica postprandial de la actividad de 
Na+ ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata. Esta modulación específica de la actividad 
de Na+ ATPasa luego de la ingesta de alimento podría permitir una regulación fina del flujo 
de Na+ como se ha sugerido para intestino de mamíferos (Rocafull et al., 2012; Vieyra et 
al., 2016). En mamíferos, insectos y moluscos bivalvos y en el músculo de la quela de N. 
granulata, las actividades de Na+ ATPasa y de Na+-K+ ATPasa co-existentes responden 
diferencialmente a condiciones intrínsecas y/o ambientales y/o a productos químicos 
exógenos (Caruso-Neves y Lopes, 2000; Ventrella et al., 2001; Caruso-Neves et al., 2004; 
Beltowski et al., 2004; Wengert et al., 2005; Pagliarani et al., 2006, 2008; Pinoni, 2009; 
Pinoni y López Mañanes, 2009). Los resultados del presente capítulo sugieren que este 
podría ser también el caso para estas actividades en hepatopáncreas de N. granulata.   
En conclusión, la modulación específica postprandial de la actividad de Na+ 
ATPasa en hepatopáncreas de N. granulata sugiere su participación en ajustes digestivos y 
absortivos postprandiales y que esta actividad constituye uno de los componentes de las 
respuestas luego de la ingesta de alimento a nivel bioquímico en relación a la salinidad 
ambiental. 
 







Estudios sobre la influencia del hábitat 
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El hepatopáncreas de crustáceos decápodos, al desempeñar un papel central en la 
digestión y absorción de nutrientes, almacenamiento de sustratos energéticos y en la 
síntesis de macromoléculas, es un indicador sensible de las variaciones digestivas y 
metabólicas en relación con diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales (Zeng et 
al., 2010; Pinoni et al., 2011, 2013; Wang et al., 2014; Belgrad y Griffen, 2016; Pinoni et 
al., 2018). La modulación de actividades enzimáticas clave en el tracto digestivo y/o de 
reservas de energía en órganos de almacenamiento es una expresión de los ajustes 
digestivos y metabólicos en relación con el hábitat y las condiciones ambientales (del Valle 
et al., 2006; Buckup et al., 2008; Sjoboen et al., 2010; del Valle y López Mañanes, 2008, 
2012). En varios cangrejos eurihalinos intermareales, la modulación diferencial de enzimas 
digestivas y/o la concentración de reservas de energía en el hepatopáncreas constituye una 
de las respuestas a desafíos ambientales (Asaro et al., 2011, 2017a, b; 2018; Pinoni et al., 
2013, 2018; Michiels et al., 2015a,b, 2017). Las diferentes condiciones ambientales y/o 
patrones de variación de las mismas en hábitats de planicie de mareas y espartillar de 
lagunas costeras pueden imponer diferentes condiciones a cangrejos intermareales de una 
misma especie que habita ambas zonas (Iribarne et al., 1997; Méndez-Casariego et al., 
2011; Pinoni et al., 2011; Spivak et al., 2012; Mueller, 2017). Estos escenarios diferenciales 
podrían implicar la existencia de mecanismos intrínnsecos de regulación que conducirán a 
respuestas intraespecíficas en el patrón de ajustes y/o en la flexibilidad a diferentes niveles 
(ej. bioquímico). (Pinoni et al., 2013).  





Una población del cangrejo eurihalino N. granulata puede habitar los hábitats 
contrastantes de planicie de marea y espartillar en un mismo área (Spivak, 1997; Luppi et 
al., 2013; Bas et al., 2014). Este es el caso en la Laguna Costera Mar Chiquita (37 ° 32'-37 ° 
45'S, 57 ° 19'-57 ° 26'O) en donde N. granulata ocupa todo el intermareal desde la zona de 
planicie de marea sin vegetación hasta la zona del espartillar cubierta por Spartina 
desinflora (Spivak, 1997; Iribarne et al., 2003; Fanjul et al., 2008; Luppi et al., 2013). 
Machos adultos de N. granulata de la Laguna Costera Mar Chiquita constituyen un buen 
modelo para investigar la variabilidad intraespecífica en flexibilidad digestiva y metabólica, 
ya que muestran especialización de hábitat (Spivak et al., 1994; Iribarne et al., 2003; Fanjul 
et al., 2008; Luppi et al., 2013). En el ambiente natural existen diferencias intraespecíficas 
en componentes clave del metabolismo de lípidos y proteínas en relación con el hábitat 
(planicie de marea y espartillar) que podrían representar ajustes digestivos y metabólicos 
para enfrentar las condiciones particulares de cada sitio (Pinoni et al., 2011). Machos 
adultos de N. granulata de la zona de planicie de mareas y de espartillar expuestos a 
diferentes salinidades bajo condiciones controladas exhiben ajustes diferenciales de 
componentes del metabolismo de lípidos y proteínas (enzimas digestivas, concentración de 
reservas) en el hepatopáncreas (Pinoni et al., 2013) Estas diferentes respuestas podrían 
deberse a que mecanismos intrínsecos de regulación disparados por las condiciones 
ambientales particulares de cada sitio podrían seguir operando en condiciones controladas 
(Pinoni et al., 2011, 2013). Por otro lado, se piensa que la diferencia entre hábitats en 
recursos alimenticios influye sobre los distintos hábitos alimentarios de machos adultos de 
N. granulata en la laguna costera Mar Chiquita (Iribarne et al., 1997; Bas et al., 2014; 





Lancia et al., 2014). Aún faltan estudios sobre la influencia del hábitat de procedencia sobre 
las respuestas de parámetros digestivos y metabólicos a nivel bioquímico (ej. enzimas 
clave, contenido de reservas de energía en hepatopáncreas) cuando se someten a los 
individuos a una misma condición de alimentación en condiciones controladas. 
El hepatopáncreas constituye el sitio principal de reserva de triglicéridos en N. 
granulata de ambas zonas, y está involucrado en ajustes del metabolismo lipídico y 
proteico en respuesta a diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales (Pinoni et al., 
2013, 2015; Michiels et al., 2015a Asaro et al., 2018; Mendez et al., 2019). Las lipasas son 
de importancia central debido a su rol en la digestión de lípidos dietarios y de reserva 
(Casas-Godoy et al., 2012; Karasov y Douglas, 2013). Las fosfatasas alcalinas (AP) son 
glicoproteínas unidas a membrana que hidrolizan el fosfato de una variedad de moléculas 
en un rango de pH óptimo por encima de 7,0 (Millan, 2006; Buchet et al., 2013; Linder et 
al., 2013; Lallès, 2019a). La actividad de AP en hepatopáncreas de crustáceos decápodos 
estaría involucrada en la síntesis y secreción de enzimas y en la absorción de productos 
digestivos (Barker y Gibson, 1977; Gibson y Barker, 1979; Verri et al., 2001; Wang et al., 
2014). El levamisol es un inhibidor específico que se utiliza comúnmente para identificar 
diferentes formas de AP (Mota et al., 2008; Sharma et al., 2014; Lallès, 2019a). Las 
actividades de lipasa y de AP sensible e insensible a levamisol estarían involucradas en 
ajustes digestivos y metabólicos en hepatopáncreas de N. granulata y del cangrejo 
eurihalino C. angulatus en relación con diferentes condiciones ambientales y/o fisiológicas 
(Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2015; Michiels, 2015; Pinoni y López Mañanes, 2016; Méndez 
et al., 2019).  





En este contexto, en el presente capítulo se describe la influencia del hábitat sobre 
respuestas de componentes claves del metabolismo de lípidos y proteínas en 
hepatopáncreas de machos adultos de N. granulata de planicie de mareas y de espartillar de 
la Laguna Costera Mar Chiquita expuestos durante diferentes tiempos a las mismas 
condiciones de alimentación. Determinamos la concentración de triglicéridos y de proteínas 
y las actividades de lipasa, y de fosfatasa alcalina sensible e insensible a levamisol en el 
hepatopáncreas inmediatamente después de la captura (tiempo cero) y después de uno y tres 
meses en condiciones controladas de laboratorio. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Captura y mantenimiento de los animales 
Machos adultos de N. granulata en intermuda (Drach y Tchernigovtzeff, 1967) 
con un ancho de caparazón mayor a 2,5 cm, se recolectaron en las zonas de planicie de 
marea y de espartillar de la Laguna Costera Mar Chiquita (37 ° 32'-37 ° 45'S, 57 ° 19'-57 ° 
26'O). Las capturas se realizaron en otoño, cuando el movimiento de individuos entre los 
dos hábitats es muy reducido y los individuos permanecen en las cuevas la mayor parte del 
tiempo (Luppi et al., 2013). Los animales fueron transportados al laboratorio en agua del 
sitio de recolección. Un grupo de cangrejos de ambos sitios (planicie de marea y espartillar) 
se usó inmediatamente para realizar muestreos y ensayos bioquímicos para determinar los 
correspondientes valores en el ambiente natural. Dos grupos de cangrejos, de ambos 





hábitats, se mantuvieron en acuarios separados (25 individuos por acuario) bajo 
condiciones controladas: 35 ups; (salinidad a la cual los machos adultos de ambos sitios de 
la laguna costera Mar Chiquita osmoconforman (Pinoni et al., 2013), 12 h luz / 12 h 
oscuridad, 20 ± 2ºC, pH 7.4. El agua de los acuarios (36 L) estuvo bajo aireación y 
filtración continua. (Pinoni et al., 2013; Michiels et al., 2015a). Los cangrejos fueron 
alimentados tres veces por semana (alimento TetraPond 62% de hidratos de carbono, 31% 
de proteínas, 5% de lípidos) (alrededor de 0,07 g cangrejo-1) durante todo el período 
experimental (hasta 3 meses). Los individuos fueron privados de alimento 24 horas antes de 
los correspondientes ensayos bioquímicos. A uno y / o tres meses, se determinaron la 
concentración de triglicéridos y proteínas y las actividades de lipasa y fosfatasa alcalina en 
hepatopáncreas como se describe a continuación. No hubo diferencias en el 
comportamiento de alimentación ni mortalidad durante todo el período experimental. 
Preparación de extractos enzimáticos de hepatopáncreas de N. granulata 
Los cangrejos se crioanestesiaron durante 25 minutos en hielo (Pinoni y López 
Mañanes, 2009; Pinoni et al., 2011, 2013; Michiels et al., 2015a; Méndez et al., 2018, 
2019). Luego se pesaron y midieron los individuos y se extrajo el hepatopáncreas. El 
hepatopáncreas se homogeneizó en Tris / HCl 50 mM, pH 7,4 (4 ml de tejido-1) 
(homogeneizador CAT XI20, herramienta T10) y se centrifugó a 10.000 g durante 15 
minutos (Sorval, rotor SS34, refrigerado). Antes de la centrifugación, se separó una alícuota 
del homogenato para la determinación de la concentración de triglicéridos y proteínas. El 





sobrenadante se separó y almacenó a -20 ° C hasta ser utilizado para los correspondientes 
ensayos enzimáticos.  
Determinaciones cuantitativas 
La concentración de triglicéridos (TG) se determinó por el método colorimétrico 
de la glicerol fosfato oxidasa con un kit comercial (TAG Wiener Lab AA cod. 861110001). 
La muestra correspondiente se incubó con este reactivo durante 5 minutos a 37 °C. La 
cantidad de glicerol liberado se determinó leyendo la absorbancia en 505 nm del complejo 
de quinonimina coloreado (Pinoni et al., 2013; Michiels et al., 2015a). 
La determinación de proteínas se realizó como se describió en la sección de 
Materiales y Métodos del Capítulo 1 de la presente tesis. 
Para la determinación de la actividad de lipasa y de AP sensible e insensible a 
levamisol se utilizaron condiciones de ensayo óptimas para la correspondiente actividad en 
hepatopáncreas de N. granulata, determinadas en trabajos previos de nuestro laboratorio 
(Pinoni et al., 2013, 2016; Michiels, 2015; Michiels et al., 2015a; Pinoni y López Mañanes, 
2016). 
La actividad de lipasa se determinó midiendo la hidrólisis del pNP-palmitato 
(Markweg et al., 1995), con algunas modificaciones como se describieron previamente 
(Pinoni et al., 2013; Michiels et al., 2015a). La reacción se inició añadiendo pNP-palmitato 
(concentración final 0,7 mM) a una mezcla de reacción que contenía la muestra 
correspondiente en buffer Tris-HCl 50 mM (pH 8,5) / 4 l de Tween 80. La incubación se 





llevó a cabo a 37° C durante 3 min. La reacción se detuvo mediante la adición de 0,5 ml de 
0,2% p v-1 de ácido tricloroacético (TCA). La cantidad de p-nitrofenol liberado (pNP) se 
determinó leyendo la absorbancia en 410 nm. 
Las actividades de AP sensible e insensible a levamisol se determinaron como se 
describió previamente (Pinoni et al., 2005, 2016; Pinoni y López Mañanes, 2008). La 
actividad AP insensible a levamisol se realizó midiendo la hidrólisis de pNPP en un medio 
de reacción que contiene MgSO4 4 mM en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 7,7) en presencia de 
levamisol 16 mM. La reacción se inició mediante la adición de pNPP (concentración final 
9,5 mM) y la incubación se llevó a cabo a 37° C durante 30 minutos. La reacción se detuvo 
mediante la adición de 2 ml de KOH 0,1 M. La cantidad de pNP liberado se determinó 
leyendo la absorbancia en 410 nm. La actividad de AP sensible a levamisol se determinó 
como la diferencia entre la hidrólisis de pNPP en un medio de reacción que contiene 
MgSO4 4 mM en buffer Tris-HCl 100 mM (pH 8,5) en ausencia (actividad AP total) y en 
presencia de levamisol 16 mM. 
Índice hepatosomático 
Para determinar el índice hepatosomático (IH), se tomaron los pesos de los 
cangrejos y los hepatopáncreas. El IH fue determinado mediante la siguiente fórmula: 
Índice hepatosomático (IH,%) = peso hepatopancreático / (peso corporal – peso 
hepatopancreático) * 100  






Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Sigma-Stat 
3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas 
y normalidad. Se realizaron análisis paramétricos, t-test o One-Way ANOVA, para estimar 
diferencias estadísticas. Un p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a 





Concentración de triglicéridos y proteínas en hepatopáncreas de individuos 
adultos de N. granulata 
Concentración de triglicéridos 
- Planicie de mareas 
Luego de 1 mes en condiciones controladas de alimentación, la concentración de 
triglicéridos en hepatopáncreas fue similar (p=1,0) a la del ambiente natural, pero 
disminuyó (aproximadamente 60%) a los 3 meses (Fig. 3.1 A).  
 





- Espartillar  
A diferencia de lo observado en individuos de la zona de planicie de marea, la 
concentración de triglicéridos en hepatopáncreas de individuos de la zona de espartillar fue 
similar a la del ambiente natural y se mantuvo constante durante todo el período 
experimental (Figura 3.1 B).  
Concentración de proteínas 
- Planicie de mareas 
La concentración de proteínas en hepatopáncreas de los cangrejos de planicie de 
mareas fue similar (p=0,373) a la del ambiente natural luego de 1 mes, pero aumentó a los 3 
meses (aproximadamente 140%) (Figura 3.2 A).  
- Espartillar  
La concentración de proteínas en hepatopáncreas de los cangrejos del espartillar 
fue similar a la del ambiente natural luego de 1 mes, y se mantuvo constante durante todo 
el periodo experimental (Figura 3.2 B).  
 
 






Figura 3. 1. Concentración de triglicéridos (TG) en el hepatopáncreas de 
individuos de N. granulata de planicie (A) y espartillar (B) en el ambiente natural 
(AN) y a 1 y 3 meses bajo las mismas condiciones de alimentación. * indican 
diferencias entre individuos del mismo sitio (One-Way ANOVA, p < 0,05; test a 
posteriori Bonferroni). + Indica diferente del valor correspondiente en el ambiente 
natural en individuos de planicie de marea (t-test; p < 0,05) Los datos son la media ± 
S.E 4-10 individuos. 
 
Figura 3.2. Concentración de proteínas en hepatopáncreas de individuos de N. 
granulata de planicie (A) y espartillar (B) en el ambiente natural (AN) y a 1 y 3 
meses bajo las mismas condiciones de alimentación. * indica diferencias entre 
individuos del mismo sitio. (One-Way ANOVA, p < 0,05; test a posteriori Bonferroni). 
+ Indica diferente del valor correspondiente en el ambiente natural en individuos de 
planicie de marea (t-test; p < 0,05). Los datos son la media ± S.E 4-10 individuos. 





Actividad de lipasa en hepatopáncreas de individuos adultos de N. granulata 
- Planicie de marea 
La actividad de lipasa en hepatopáncreas de individuos de N. granulata de planicie 
de marea fue similar (p=0,083) luego de 1 mes a la del ambiente natural. A los 3 meses, la 
actividad de lipasa en hepatopáncreas disminuyó (alrededor del 45%) (Figura 3.3 A). 
- Espartillar 
A diferencia de lo observado para individuos de planicie de mareas, la actividad de 
lipasa en hepatopáncreas de individuos del espartillar no se modificó durante todo el 
período experimental, manteniendo valores similares a los del ambiente natural (Figura3.3 
B).  
Actividad de fosfatasa alcalina (AP) en hepatopáncreas de individuos adultos de 
N. granulata 
AP sensible a levamisol 
- Planicie de marea 
La actividad AP sensible a levamisol se incrementó (aproximadamente 4300%) en 
1 mes. A los 3 meses, la actividad AP sensible a levamisol disminuyó a valores similares a 
los encontrados en el ambiente natural (Figura 3.4 A) 






Luego de 1 mes en condiciones controladas, la actividad de AP sensible a 
levamisol en hepatopáncreas no se modificó con respecto al valor en ambiente natural. 
Después de 3 meses disminuyó (alrededor de un 135%) (Figura 3.4 B).  
AP insensible a levamisol 
- Planicie de marea 
La actividad de AP insensible a levamisol en hepatopáncreas aumentó 
(aproximadamente 1250%) al mes. A los 3 meses, la actividad de AP insensible al 
levamisol se redujo hasta valores similares al ambiente natural (Figura 3.5 A).  
- Espartillar 
La actividad de AP insensible a levamisol en hepatopáncreas no se modificó al 
mes. A los 3 meses fue mayor a los valores encontrados en el ambiente natural 
(aproximadamente 600%) (Figura 3.5 B).  













Figura 3.3. Actividad de la lipasa en hepatopáncreas de individuos de N. granulata 
de la planicie de mareas (A) y el espartillar (B) en el ambiente natural (AN) y a 1 y 
3 meses alimentados en condiciones controladas en el laboratorio. * indica 
diferencias entre individuos del mismo sitio. (One-Way ANOVA, p < 0,05; test a 
posteriori Bonferroni). Los datos son la media ± S.E 4-10 individuos. 









Figura 3.4. Actividad de AP sensible a levamisol en hepatopáncreas de individuos 
de N. granulata de planicie de mareas (A) y espartillar (B) y en el ambiente natural 
(AN) y a 1 y 3 meses alimentados en condiciones controladas en laboratorio. * 
indica diferencias entre individuos del mismo sitio. (One-Way ANOVA, p < 0,05; test a 
posteriori Bonferroni). + Indica diferente del valor correspondiente en el ambiente 
natural en individuos de planicie de marea (t-test; p < 0,05). Los datos son la media ± 






Figura 3.5. Actividad AP insensible al levamisol en hepatopáncreas de individuos 
de N. granulata de planicie de mareas (A) y espartillar (B) y en el ambiente natural 
(AN) y a 1 y 3 meses alimentados en condiciones controladas en el laboratorio. * 
indica diferencias entre individuos del mismo sitio. (One-Way ANOVA, p < 0,05; test a 
posteriori Bonferroni). Los datos son la media ± S.E 4-10 individuos. 





Índice hepatosomático de individuos adultos de N. granulata de planicie de 
mareas y espartillar 
El índice hepatosomático se mantuvo durante todo el período experimental para 






Figura 3.6. Índice hepatosomático de individuos de N. granulata de planicie de 
mareas (A) y espartillar (B) y en el ambiente natural (AN) y a 1 y 3 meses 
alimentados en condiciones controladas en laboratorio. Los datos son la media ± S.E 
4-10 individuos. 
 






Las respuestas diferenciales en la concentración de triglicéridos y de las 
actividades de lipasa y de AP sensible e insensible a levamisol en hepatopáncreas de 
individuos machos adultos de N. granulata de planicie de marea y de espartillar de la 
Laguna Costera Mar Chiquita sugieren la influencia del hábitat de procedencia en ajustes 
digestivos y metabólicos en respuesta a las mismas condiciones de alimentación.  
En varios animales, la calidad, composición y/o disponibilidad del alimento es uno 
de los principales factores que influyen en el tipo y niveles de reservas de energía 
almacenadas (Buckup et al., 2008; del Valle y López Mañanes, 2012; Karasov y Douglas, 
2013). Los crustáceos decápodos utilizan comúnmente lípidos y proteínas como moléculas 
de energía, pero la importancia relativa de las diferentes fuentes metabólicas varía según la 
especie y/o el tipo de desafío ambiental (Pinoni et al., 2013; Jimenez y Kinsey, 2015; Wang 
et al., 2016). Las diferencias intraespecíficas en la utilización de reservas de energía en 
diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales, han sido poco estudiadas (Pinoni et al., 
2013, 2018). El hepatopáncreas es el sitio principal de digestión, absorción y 
almacenamiento de sustratos energéticos entre otras funciones tales como excreción de 
productos de desecho nitrogenados (Zeng et al., 2010; Wang et al., 2014; Saborowski, 
2015; Ribeiro et al., 2016; Vogt, 2019). El hepatopáncreas tiene un papel clave en los pasos 
iniciales de la síntesis de macromoléculas (ej., triglicéridos, proteínas) luego de la ingesta 
de alimento (McGaw y Curtis, 2013; Carter y Mente, 2014; Michiels, 2015). Los lípidos 
digeridos se almacenan principalmente como triglicéridos (más del 80-90%) y el 





hepatopáncreas representa el sitio de almacenamiento primario, particularmente para las 
reservas de energía a largo plazo (Saborowski, 2015). Este es el caso para machos adultos 
de N. granulata de planicie y espartillar de la Laguna Costera Mar Chiquita (Pinoni et al., 
2011, 2013). Los cangrejos construyen depósitos de triglicéridos a través del anabolismo 
lipídico, principalmente por la captación directa de lípidos de dietas ricas en lípidos 
(Saborowski, 2015). La flexibilidad metabólica y digestiva a nivel bioquímico (modulación 
de la concentración de triglicéridos y proteínas y de actividad de lipasa) de cangrejos de N. 
granulata de planicie de mareas podría relacionarse con su hábito alimenticio (omnívoros-
detritívoros) y la disponibilidad y/o el tipo de alimento en la planicie especialmente en 
otoño cuando los cangrejos permanecen en sus cuevas durante largos períodos (hasta 3 
meses) (Luppi et al., 2013; Pinoni et al., 2013). La dieta de machos adultos de N. granulata 
en planicie de mareas se basa principalmente en ítems animales con una muy baja 
proporción de Spartina densiflora, la cual es la principal especie vegetal consumida por los 
cangrejos en el espartillar. Así, en el ambiente natural, los machos adultos de N. granulata 
de planicie de mareas sostienen una dieta con un potencial alto contenido de sustratos 
lipídicos (Iribarne et al., 1997; Bas et al., 2014; Lancia et al., 2014) los cuales serían la 
principal fuente de metabolitos para la construcción y/o mantenimiento de reservas de 
triglicéridos en hepatopáncreas. La disminución en la concentración de triglicéridos en 
hepatopáncreas de individuos de planicie de mareas bajo alimentación en condiciones 
controladas durante 3 meses con una dieta con un posiblemente menor contenido de lípidos 
que la disponible en el ambiente natural sugiere una menor disponibilidad y/o utilización de 
metabolitos para la construcción de reservas.  





Debido a su función como un vínculo entre la digestión y la absorción, los 
cambios en la actividad de enzimas digestivas en tracto digestivo pueden conducir a ajustes 
en características digestivas y metabólicas a nivel bioquímico (del Valle y López Mañanes, 
2011, 2012; Romano y Zeng, 2012; Karasov y Douglas, 2013; Pinoni et al., 2011, 2013, 
2015; Michiels et al., 2017). En varios animales, los niveles de enzimas digestivas pueden 
cambiar en correlación con cambios en los principales sustratos de la dieta (Karasov y 
Douglas, 2013). Estos cambios pueden llevar a ajustes en la capacidad digestiva para 
nutrientes específicos (del Valle y López Mañanes, 2011, 2012; Romano y Zeng, 2012; 
Karasov y Douglas, 2013). El nivel y/o modulación de la actividad de lipasa en el 
hepatopáncreas juega un papel central en la digestión y absorción de lípidos de la dieta 
(Michiels et al., 2013; 2015b; Saborowsi, 2015). En este contexto, la menor actividad de 
lipasa en hepatopáncreas de cangrejos de planicie de mareas después de 3 meses sugiere 
una modulación en respuesta a una menor disponibilidad de lípidos en la dieta. La 
disminución en la actividad de lipasa y por ende en la capacidad digestiva lipolítica podría 
conducir a una menor disponibilidad de metabolitos para la construcción de reservas en 
hepatopáncreas. En el hepatopáncreas del cangrejo eurihalino Cyrtograpsus angulatus, 
existe actividad de lipasa intracelular, la cual está regulada por factores externos e internos 
y cuya modulación se correlaciona con la de la concentración de triglicéridos (Michiels et 
al., 2013; 2015b). Aún se desconocen las rutas de digestión-absorción en N. granulata. Así, 
se necesita evidencia experimental para establecer el vínculo entre una digestión 
disminuida de lípidos de la dieta y una disminución en la concentración de triglicéridos en 
hepatopáncreas de individuos de planicie de mareas. La mayor concentración de proteínas 





al final del período experimental en cangrejos de planicie de mareas sugiere la capacidad de 
N. granulata para ajustar también el metabolismo proteico en hepatopáncreas (ej. aumento 
del anabolismo o disminución del catabolismo). Los ajustes diferenciales en el metabolismo 
de lípidos y proteínas podrían permitir el mantenimiento del índice hepatosomático.  
Los diferentes comportamientos alimentarios entre hábitats (omnívoros-
detritívoros en la planicie de mareas y herbívoros-detritívoros en el espartillar) de machos 
adultos de N. granulata en la Laguna Costera Mar Chiquita parecen estar relacionados con 
diferencias en el alimento disponible en cada hábitat (Iribarne et al., 1997; Bortolus y 
Iribarne, 1999; Bortolus et al., 2004; Botto et al., 2005; Bas et al., 2014). Los cangrejos en 
el espartillar tienen un bajo consumo de ítems dietarios de origen animal (Iribarne et al., 
1997; Bortolus et al., 2002; Alberti et al., 2007). Spartina densiflora, la principal especie 
vegetal consumida por los cangrejos en el espartillar, se caracteriza por un bajo contenido 
proteico (aproximadamente 5% en peso seco). Por lo tanto, los lípidos y las proteínas 
podrían ser componentes dietéticos limitados para los individuos de este hábitat en el 
ambiente natural (Pinoni et al., 2011, 2013). Particularmente durante el otoño, el menor 
consumo de productos de origen animal por cangrejos del espartillar, conduciría a una 
menor ingesta de lípidos y una posible disminución en la formación y/o utilización de 
triglicéridos en hepatopáncreas (Iribarne et al., 1997; Bortolus et al., 2002; Alberti et al., 
2007; Pinoni et al., 2011, Bas et al., 2014). La menor concentración de triglicéridos en 
hepatopáncreas de individuos de espartillar soporta esta idea. Por otro lado, el 
mantenimiento en niveles similares de la concentración de triglicéridos y de la actividad de 
lipasa en hepatopáncreas sugieren diferencias intraespecíficas en ajustes en el metabolismo 





lipídico y proteico en relación al hábitat de origen. Esta idea también es compatible con el 
hecho de que el índice hepatosomático no se vió afectado.  
Las fosfatasas alcalinas (AP) son glicoproteínas unidas a membrana que hidrolizan 
el fosfato de una variedad de moléculas en un rango de pH óptimo por encima de 7,0 
(Millan, 2006; Buchet et al., 2013; Linder et al., 2013; Lallès, 2019a). Se ha sugerido el 
papel de las actividades de AP sensibles a levamisol e insensibles a levamisol (un inhibidor 
utilizado para distinguir distintas formas de AP) en el proceso digestivo y metabólico 
posprandial en hepatopáncreas de N. granulata y C. angulatus (Pinoni, 2009; Pinoni et al., 
2015; Pinoni y López Mañanes, 2016). Las respuestas diferenciales de las actividades de 
AP sensible e insensibles a levamisol en hepatopáncreas de N. granulata de planicie de 
marea y espartillar indicarían que estas actividades también son componentes involucrados 
en las diferencias intraespecíficas en relación con el hábitat. Se requiere mayor 
investigación para corroborar si las variaciones en las actividades de AP a lo largo del 
período experimental en el hepatopáncreas de N. granulata de planicie de mareas y 
espartillar están relacionadas con los ajustes en la actividad de la lipasa y el contenido de 
triglicéridos y proteínas en cangrejos de planicie de mareas y/o en el mantenimiento de las 
reservas en el hepatopáncreas en cangrejos del espartillar. La actividad de AP en 
hepatopáncreas de crustáceos decápodos estaría involucrada en la síntesis y secreción de 
enzimas y en la absorción de productos digestivos (Barker y Gibson, 1977; Gibson y 
Barker, 1979; Verri et al., 2001; Wang et al., 2014). 





La flexibilidad fenotipica involucra variaciones reversibles, a distintos niveles, 
dentro de un individuo en respuesta a cambios en condiciones ambientales (Piersma y 
Drent, 2003; Kelly et al., 2012). Las distintas respuestas observadas de los parámetros 
digestivos y metabólicos clave luego de exponer individuos de N. granulata, provenientes 
de dos zonas diferentes, a una misma dieta, señala la influencia del hábitat de origen en 
dichas respuestas. Así, mecanismos intrínsecos de regulación podrían estar operando en el 
ambiente natural. Es probable que dicha capacidad de flexibilidad que presenta el individuo 
esté determinada genéticamente (ej. sintetizar de novo una enzima digestiva frente a un 
cambio en el sustrato dietario), esto no quiere decir que los individuos, en este caso de la 
zona de planicie y espartillar, sean genéticamente diferentes. Para N. granulata se encontró 
que hay dos grupos genéticamente distintos, al sur y al norte del Río de la Plata (Ituarte et 
al., 2012). Sin embargo, no hay ningún estudio que indique que haya diferencias 
poblacionales (diferencias genéticas, morfológicas o reproductivas) entre individuos de 
planicie y espartillar de la Laguna Costera Mar Chiquita que contribuyan a explicar las 
diferentes respuestas observadas.  
En conclusión, los resultados de este capítulo muestran que las actividades de 
lipasa y AP, así como el contenido de triglicéridos se ven afectados de manera diferente con 
la exposición a largo plazo a una misma dieta en individuos de N. granulata de planicie de 
mareas y espartillar, señalando la influencia del hábitat de origen en las respuestas de 
parámetros digestivos y metabólicos clave. Como mencionamos anteriormente, distintos 
mecanismos intrínsecos de regulación podrían estar operando en el ambiente natural, 
probablemente activados por las características ambientales particulares de cada sitio 





(Pinoni et al., 2011). La modulación diferencial de las actividades de enzimas digestivas 
clave y de reservas de energía en hepatopáncreas de cangrejos de ambos sitios bajo las 
mismas condiciones de alimentación sugiere que estos diferentes mecanismos intrínsecos 
podrían subyacer al uso diferencial de vías digestivas y metabólicas en relación con el 
hábitat.  






Perfil digestivo y metabólico a nivel 
bioquímico de adultos del lenguado 
Paralichthys orbignyanus: actividad de 
carbohidrasas en intestino y 
concentración de glucógeno y glucosa 
libre en órganos de reserva  






Debido a su rol fisiológico central como vínculo entre la digestión y absorción de 
nutrientes, resulta evidente la importancia de determinar la existencia y/o modulación 
potencial de la actividad de enzimas digestivas específicas en tracto digestivo para 
establecer la capacidad de un animal en utilizar diferentes sustratos dietarios y los posibles 
ajustes en respuesta a diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales (del Valle y 
López Mañanes, 2011, 2012; Karasov y Douglas, 2013; Sanz et al., 2015; Wang y Karasov, 
2017). Por otro lado, determinar la existencia y/o modulación de sustratos de energía en 
órganos de reserva permite evaluar posibles ajustes en el metabolismo de diferentes 
macromoléculas. 
Los peces requieren diferentes fuentes de energía para mantener la condición física 
y procesos fundamentales, como el crecimiento, el metabolismo y la reproducción. La 
homeostasis de glucosa es esencial en el soporte de las funciones de varios órganos y las 
respuestas a diferentes condiciones fisiológicas y/o ambientales (Polakof et al., 2011, 2012; 
La Fleur et al., 2014; Chen et al., 2018). La digestión de hidratos de carbono tales como 
almidón, glucógeno y disacáridos y la absorción de glucosa vía el intestino constituyen las 
principales fuentes de glucosa circulante (Bakke et al., 2011; Polakof et al., 2011, 2012; 
Steimberg, 2018). En ese contexto, la existencia y nivel de actividad de carbohidrasas 
específicas en intestino determina la capacidad en la digestión y utilización de hidratos de 
carbono dietarios glucogénicos (Karasov y Douglas, 2013; Steinberg, 2018). Las endo 





amilasas (α-1,4 glucan-4-gluconohidrolasa, EC 3.2.1.1) son enzimas hidrolíticas que 
catalizan la hidrólisis aleatoria de uniones internas α–D-(1, 4) glucosídicas de α-glucanos 
(ej. almidón, glucógeno y polímeros relacionados). En animales, las amilasas tienen una 
importancia fisiológica central debido a su rol en los pasos iniciales de la digestión de 
sustratos glucogénicos clave tales como almidón y glucógeno dietarios y/o glucógeno de 
reserva (Janeček et al., 2014; Janeček y Svensson, 2016; Date et al., 2015, 2019; Peng et 
al., 2015; Tiwari et al., 2015; Azzopardi et al., 2016; Rodríguez-Viera et al., 2016). La 
maltasa tiene también un papel principal ya que interviene en las etapas iniciales asistiendo 
a la amilasa y en los pasos finales para producir glucosa (Dhital et al., 2013; Lin et al., 
2016). Similarmente a mamíferos, en varias especies de peces se ha descripto que la 
amilasa, que actúa en el lumen intestinal, y disacaridasas tales como la maltasa, situadas en 
la membrana del borde estriado de enterocitos, constituyen las enzimas principales 
involucradas en la digestión de hidratos de carbono glucogénicos (Bakke et al., 2011; 
Steinberg, 2018). En especies de peces de importancia comercial y/o de cultivo, establecer 
la presencia y/o posible modulación de actividad de amilasa en intestino es de particular 
interés debido a la posibilidad de incorporar a la dieta hidratos de carbono de menor costo 
tales como el almidón (Al-Gharrawi et al., 2019; Ma et al., 2019; Pujante, 2019).  
Los peces planos de la familia Paralichthyidae tienen un importante rol ecológico 
y son importantes en pesquerías comerciales en toda la longitud del Atlántico, desde el 
Ártico profundo hasta las costas del sur de África y América del Sur (Díaz de Astarloa, 
2002; Magnone et al., 2015; Munroe, 2015; Ruiz-Jarabo et al., 2015; Walsh et al., 2015). 
En Argentina, los peces pleuronectiformes del género Paralichthys son de gran valor 





comercial debido a la calidad de su carne (Díaz de Astarloa, 1994; Rivera-Prisco et al., 
2001). El lenguado P. orbignyanus es una especie marina estuarino-dependiente, que se 
distribuye desde Rio de Janeiro (Brasil) hasta el Golfo de San Matías (Argentina) con gran 
potencial para acuicultura (Sampaio et al., 2001, 2007, 2008; Radonic et al., 2007, 2016; 
López et al., 2009; Radonic y Macchi, 2009; Bolasina, 2011).  Sin embargo, no se conoce 
aún el perfil digestivo y metabólico de adultos de esta especie. Así, faltan estudios de 
determinación y modulación de actividad de enzimas clave en intestino y de contenido de 
reservas en órganos de reserva. En juveniles de P. orbignyanus se determinó la actividad 
intestinal de amilasa y maltasa, así como su modulación diferencial luego de la ingesta de 
alimento. Esto sugiere la existencia de una batería bioquímica adecuada para llevar a cabo 
la hidrólisis completa de sustratos glucogénicos como almidón y glucógeno y de ajustes 
postprandiales diferenciales de componentes clave del metabolismo de hidratos de carbono 
(del Valle et al., 2016; Albanesi, 2018). 
En varias especies de peces el hígado y el músculo constituyen sitios de síntesis, 
almacenamiento y utilización de biomoléculas de reserva tales como glucógeno y 
triglicéridos, aunque la distribución y utilización de las mismas varía con la especie (del 
Valle et al., 2016; Rossi et al., 2017; Albanesi, 2018; Karatas, 2018)  
En este capítulo de describen estudios para: a) determinar la actividad de 
carbohidrasas (amilasa y maltasa) en intestino anterior de individuos adultos de P. 
orbignyanus como indicador de la capacidad potencial para digerir sustratos glucogénicos; 
b) determinar la concentración de glucógeno y de glucosa libre en hígado y músculo de 





individuos adultos de P. orbignyanus para identificar sitios de almacenamiento; c) 
determinar las actividades de carbohidrasas (amilasa y maltasa) a diferentes tiempos luego 
de la ingesta de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus para establecer la 
dinámica temporal postprandial; d) determinar la concentración de glucógeno y glucosa 
libre a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en hígado y músculo en 
individuos adultos de P. orbignyanus para establecer la dinámica temporal postprandial e) 
establecer aspectos comparativos con individuos juveniles  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Captura y mantenimiento de animales 
Se trabajó con individuos adultos de P. orbignyanus nacidos en cautiverio en el 
Programa de Maricultura y Biología Experimental del Instituto de Investigación y 
Desarrollo Pesquero (INIDEP). Los individuos se mantuvieron en acuarios (100 l de agua 
continuamente aireada y filtrada, recirculación constante de agua) durante 15 meses en 
condiciones controladas de alimentación (alimento comercial Núcleo Alimentos MDQ 
S.R.L  41,8% hidratos de carbono; 46% proteínas; 2,8 % de lípidos; alimentados ad libitum 
tres veces al día (9:00, 12:00 and 15:00 h) y 6 veces por semana), salinidad (28 ups), 
fotoperíodo (12h de luz/12h de oscuridad) y temperatura (22±2°C). Para la determinación 
de la actividad de enzimas digestivas y el contenido de reservas de energía a diferentes 
tiempos luego de la ingesta de alimento, inmediatamente (t0) y a diferentes tiempos (24, 72 





y 360 h) luego de la ingesta de alimento los individuos (n=6 por tiempo) fueron 
crioanestesiados y se procedió como se describe posteriormente para la determinación de la 
actividad de enzimas digestivas en intestino anterior y el contenido de reservas en hígado y 
músculo. Los diferentes tratamientos se llevaron a cabo en el INIDEP. Las determinaciones 
cuantitativas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fisiología Bioquímica y Adaptativa, 
Departamento de Biología-IIMYC-CONICET-UNMDP. Para establecer posibles 
diferencias en la actividad específica en relación a la edad se compararon los valores 
determinados en individuos adultos (presente tesis) con los valores de individuos juveniles 
provenientes de la misma camada (Albanesi et al., 2017, 2018; Albanesi, 2018). 
Preparación de homogenatos 
Los individuos fueron crioanestesiados durante 10 min, pesados y medidos. 
Inmediatamente se extrajo intestino anterior, hígado y músculo estriado los cuales se 
colocaron en buffer Tris/HCl 50 mM pH 7,4 a 0°C (intestino anterior e hígado: 4 ml g-1 de 
tejido; músculo: 8 ml g-1 de tejido), se homogeneizaron en homogeneizador CAT (tool 
T10) en hielo y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 
Determinaciones cuantitativas 
La actividad de amilasa se determinó colorimétricamente cuantificando la 
formación de maltosa a partir de almidón (Biesiot y Capuzzo, 1990) como describimos 
previamente (del Valle et al., 2016; Albanesi, 2018; Asaro et al., 2018). La actividad se 
determinó en un medio de reacción que contenía 15 mg ml-1 de almidón en buffer fosfato 





50mM (pH 7,4) a 30°C. La reacción se inició con la adición de una alícuota de muestra 
(zona de linealidad de la curva de actividad vs concentración de proteínas). Después de 15 
minutos, la reacción se detuvo con la adición de 1,5ml de reactivo de ácido dinitrosalicilico 
(DNS) (Miller, 1959). Se realizó una incubación adicional durante 10 min a 100°C. Los 
tubos de ensayo se enfriaron inmediatamente en hielo. La cantidad de maltosa liberada fue 
determinada por lectura de absorbancia en 540 nm. La actividad de amilasa se expresó 
como µg de maltosa x min– 1 x mg de proteína- 1.  
La actividad de maltasa se determinó colorimétricamente cuantificando la 
formación de glucosa liberada por la hidrólisis de maltosa como se describió previamente 
(del Valle y López Mañanes, 2008, 2011; Pinoni et al., 2013; del Valle et al., 2016; 
Albanesi, 2018; Asaro et al., 2018). La reacción se inició añadiendo una alícuota de la 
muestra correspondiente (zona de linealidad en el gráfico de actividad vs concentración de 
proteína) a una mezcla de reacción que contenía 42mM de maltosa en buffer malato 0,1M  
pH 6,4 (Asaro et al., 2011). Se incubo durante 10 minutos a 30°C, la reacción se detuvo 
mediante la adición de 1,5 ml de reactivo de glicemia (glucosa oxidada 10 kU L, 
peroxidasa 1 kU, l, 4- aminofenazona 0,5 mmol L-1, fosfatos pH 7,0100 mmol L-1, 
hidroxibenzoato 12 mmol L-1) (Wiener Lab AA Kit, cod. 1400101). Luego de 5 minutos a 
37°C, la cantidad de glucosa liberada se determinó por lectura de absorbancia en 505nm. 
La actividad enzimática de los disacáridos se expresó como µg de glucosa x min-1 x mg de 
proteínas-1. 





La concentración de glucógeno se determinó por hidrólisis de α-amiloglucosidasa 
acorde a Pinoni et al., (2011, 2013); del Valle et al., (2016); Albanesi, (2018). La 
correspondiente muestra se hirvió durante 4 minutos y luego se incubó en buffer acetato 
(pH 4,8) en presencia y ausencia de 0,2 mg ml-1 de α-amiloglucosidasa durante 2,5 h a 
55°C. Después de la incubación, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 
minutos. La glucosa fue cuantificada en el sobrenadante utilizando el kit comercial para 
glicemia enzimática. La glucosa liberada del glucógeno se determinó como la diferencia 
entre los ensayos con y sin enzima. Los resultados se presentaron como mg de glucosa x g 
de tejido-1. La concentración de glucosa libre se determinó mediante el ensayo en ausencia 
de α-amiloglucosidasa. 
Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Sigma-Stat 
3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas 
y normalidad. Se realizaron análisis, t-test o One-Way ANOVA, para estimar diferencias 
estadísticas. Un p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a posteriori de 
ANOVA (Bonferroni) para identificar las diferencias. 
 






Actividad de carbohidrasas en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus  
Actividad de amilasa 
El intestino anterior de adultos de P. orbignyanus exhibió actividad de amilasa 
(Tabla 4.1). 
No se encontraron diferencias en la actividad específica de amilasa detectada en 
intestino anterior de adultos con respecto al valor en  juveniles (Tabla 4.1). 
Actividad de maltasa  
El intestino anterior de adultos de P. orbignyanus exhibió actividad de maltasa 
(Tabla 4.1).  
La actividad específica de maltasa en intestino anterior de adultos fue similar al 









Tabla 4.1 Actividad de amilasa y maltasa en intestino anterior de adultos y 
juveniles de P. orbignyanus. 
Adultos Juveniles* 
  
Actividad Específica de Amilasa 
126 ± 14 98 ± 10 
(µg maltosa x min-1 x mg prot-1) 
Actividad Específica de Maltasa 
288 ± 36 292 ± 32 
(µg glucosa x min-1 x mg prot-1) 
                      *Albanesi, 2018  
Los datos son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Concentración de glucógeno y glucosa libre en hígado y músculo de adultos de P. 
orbignyanus  
Glucógeno  
Se detectó glucógeno en hígado y músculo de adultos de P. orbignyanus aunque 
en músculo la concentración fue muy baja (Figura 4.1).  
 







Figura 4.1. Concentración de glucógeno en hígado y músculo en adultos de P. 
orbignyanus. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tejidos (t-
.test; p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Glucosa libre 
Se detectó una alta concentración de glucosa libre en hígado de adultos de P. 
orbignyanus, mientras que en músculo dicha concentración fue muy baja (Figura 4.2).  
 










Figura 4.2. Concentración de glucosa libre en hígado y músculo en adultos de P. 
orbignyanus. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tejidos (t-test; 
p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Actividad de carbohidrasas en intestino anterior a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento en individuos adultos  de P. orbignyanus 
Actividad de amilasa 
A las 24 h luego de la ingesta de alimento la actividad de amilasa en intestino 
anterior disminuyó (aproximadamente un 35 %) con respecto al valor a t0. A tiempos más 
largos, 72 y 360 h, la actividad de amilasa, continuó decreciendo (alrededor de un 58 y 
73% respectivamente) con respecto a t0 (Figura 4.3). 





La dinámica temporal de la disminución postingesta de la actividad de amilasa en 








Figura 4.3. Actividad de amilasa en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus 
a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Actividad de amilasa 
en intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(One-Way ANOVA, p < 0,05; test a posteriori Bonferroni). Los valores son la media ± 
E.S. para 4-6 individuos.  






Actividad de maltasa 
La actividad de maltasa en intestino anterior a las 24 h luego de la ingesta de 
alimento fue similar a la actividad a t0. Luego de 72 h de la ingesta, la actividad disminuyó 
(alrededor de un 58 %) respecto a t0 y se mantuvo constante a las 360 h (Figura 4.4). 
La respuesta postingesta de la actividad de maltasa en intestino anterior de adultos 
difirió a la encontrada en juveniles (Recuadro figura 4.4).  












Figura 4.4. Actividad de maltasa en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus 
a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Actividad de maltasa 
en intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(One-Way ANOVA, p < 0,05; test a posteriori Bonferroni). Los valores son la media ± 
E.S. para 4-6 individuos.  
 





Concentración de glucógeno y glucosa libre en hígado a diferentes tiempos luego 
de la ingesta de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus  
Glucógeno  
La concentración de glucógeno en hígado fue similar en todos los tiempos 
estudiados (Figura 4.5). 
La respuesta postingesta de la concentración de glucógeno en hígado de adultos 




















Figura 4.5. Concentración de glucógeno en hígado de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
glucógeno en hígado de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(One-Way ANOVA, p < 0,05; test a posteriori Bonferroni). Los valores son la media ± 
E.S. para 4-6 individuos. 
 
Glucosa libre 
En hígado, la concentración de glucosa libre a las 24 h luego de la ingesta de 
alimento se mantuvo a niveles similares a los encontrados a t0. La concentración de 
glucosa libre fue mayor que t0 (aproximadamente un 77%) 72 h luego de la ingesta de 
alimento. A las 360 h disminuyó hasta valores similares a t0 (Figura 4.6).  





La respuesta postingesta de la concentración de glucosa libre en hígado de adultos 









Figura 4.6. Concentración de glucosa libre en hígado de adultos de P. orbignyanus 
a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
glucosa libre en hígado de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(One-Way ANOVA, p < 0,05; test a posteriori Bonferroni). Los valores son la media ± 
E.S. para 4-6 individuos. 
 





Concentración de glucógeno y glucosa libre en músculo a diferentes tiempos 
luego de la ingesta de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus  
Glucógeno  
La concentración de glucógeno en músculo fue similar a todos los tiempos 
postingesta (Figura 4.7). 
La respuesta postingesta de la concentración de glucógeno en músculo de adultos 
difirió a la encontrada en juveniles (Recuadro figura 4.7). 












Figura 4.7. Concentración de glucógeno en músculo de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
glucógeno en músculo de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). Los valores son la media ± E.S. para 6 individuos. 
 
Glucosa libre 
A las 24 y 72 h postingesta la concentración de glucosa libre en músculo fue 
similar a t0. A las 360 h luego de la ingesta de alimento la concentración de glucosa libre 
en músculo disminuyó (aproximadamente un 57%) (Figura 4.8). 
La respuesta postingesta de la concentración de glucosa libre en músculo de 
adultos difirió a la encontrada en juveniles (Recuadro figura 4.8). 












Figura 4.8. Concentración de glucosa libre en músculo de adultos de P. 
orbignyanus a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: 
Concentración de glucosa libre en músculo de juveniles de P. orbignyanus a diferentes 
tiempos luego de la ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias 
significativas respecto a t0 (One-Way ANOVA, p < 0,05; test a posteriori Bonferroni). 
Los valores son la media ± E.S. para 6 individuos. 
 







La existencia de actividad de amilasa y de maltasa en intestino anterior y el 
contenido de glucógeno sugiere que individuos adultos de P. orbignyanus exhiben una 
adecuada batería digestiva a nivel bioquímico para la hidrólisis completa de sustratos 
glucogénicos como almidón y glucógeno y capacidad para el almacenamiento y/o 
utilización de sustratos de reserva en hígado y músculo. 
La presencia y/o niveles de actividad de amilasa en intestino de peces son muy 
variables. En general, altos niveles en el tracto digestivo de actividad de enzimas que 
degradan hidratos de carbono (ej. amilasa) son típicos de individuos omnívoros y 
herbívoros (Sanz y Zamora, 2009; Bakke et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; Chen et 
al., 2018; Steinberg, 2018). Sin embargo, en varias especies carnívoras, se han detectado 
altos niveles de actividad de amilasa en intestino. En diferentes animales, se sabe que la 
amilasa, además de poseer capacidad amilolítica, tiene la capacidad de degradar glucógeno 
(Dutta et al., 2006; Asaro et al., 2017). En este contexto, debido a que el almidón es un 
sustrato dietario poco común para los peces en el ambiente natural, se piensa que el rol 
principal para la amilasa consistiría en la degradación del glucógeno presente en ítems 
animales ingeridos. Este podría ser el caso para P. orbignyanus. P. orbignyanus ha sido 
descripto como un predador activo, no selectivo, que se alimenta en o cerca del fondo 
(Carneiro, 1995; Rivera-Prisco et al., 2001; Díaz de Astarloa, 2002). En la Laguna Costera 





Mar Chiquita, la dieta de juveniles de P. orbignyanus se basa principalmente en crustáceos 
y poliquetos mientras que los adultos se alimentan principalmente de especies pelágicas y 
bentónicas de crustáceos de mayor tamaño y también de peces (Rivera-Prisco et al., 2001). 
La maltasa (disacaridasa de membrana en borde estriado en enterocitos) posee un papel 
principal en las etapas iniciales de la digestión de hidratos de carbono glucogénicos 
asistiendo a la amilasa y en los pasos finales para producir glucosa (Dhital et al., 2013; Lin 
et al., 2016). Varias especies de peces carnívoros y omnívoros exhiben actividad de maltasa 
en intestino (Ballantyne, 2014; Gioda et al., 2017; Steimberg, 2018). La existencia de 
actividad de maltasa en intestino de adultos de P. orbignyanus, además deindicar la 
capacidad de la digestión final de hidratos de carbono, permitiría el potencial uso de 
disacáridos de la dieta tal como se sugiere en juveniles de esta especie (del Valle et al., 
2016; Albanesi, 2018). En varias especies de peces planos marinos se ha reportado una 
diferente tolerancia a los hidratos de carbono de la dieta (Hamre et al., 2003; Salas-Leiton 
et al., 2018). En este contexto, y similarmente a juveniles (del Valle et al., 2016; Albanesi, 
2018), individuos adultos de P. orbignyanus serían capaces de tener dietas con alto 
contenido de carbohidratos (≥ 20% de hidratos de carbono) (Xu et al., 2017), este hecho 
resulta de marcada importancia para la potencial aplicación en acuicultura (Al-Gharrawi et 
al., 2019; Ma et al., 2019; Pujante, 2019). La incorporación de hidratos de carbono en la 
dieta no solamente puede promover el crecimiento en algunas especies de peces, sino que 
también, podría proporcionar intermediarios metabólicos para la síntesis de otros 
compuestos biológicamente importantes (Ballantyne, 2014; Sanz et al., 2015; Mente et al., 
2017; Xu et al., 2017). Se ha sugerido que varias especies de peces carnívoros poseen 





potencial flexibilidad para la utilización de glucosa en condiciones de disponibilidad 
limitada de lípidos o proteínas o en condiciones de privación de alimento (Yang et al., 
2019). 
La similar actividad específica de amilasa y maltasa en intestino sugiere una 
misma capacidad para la digestión completa de hidratos de carbono glucogénicos tales 
como almidón y glucógeno en juveniles y adultos de P. orbignyanus. La realización de 
estudios integrativos y comparativos sobre el perfil digestivo y metabólico a nivel 
bioquímico durante la ontogenia constituye una herramienta fundamental, particularmente 
en especies de peces de importancia ecológica y/o económica para la comprensión de 
ajustes y/o cambios en relación con el ciclo de vida. Así, determinar la existencia y/o 
modulación de actividad de enzimas digestivas específicas en intestino de individuos 
juveniles y adultos permite conocer las posibles diferencias y/o cambios en el perfil 
digestivo a nivel bioquímico en relación a la edad y de esta manera poder establecer 
condiciones adecuadas de alimentación e indicadores del estado nutricional en diferentes 
etapas del desarrollo (Moyano López, 2006; Bakke et al., 2011; Pujante et al., 2017). 
Resulta evidente la importancia de este tipo de estudios por su potencial aplicación en 
acuicultura (Pujante et al., 2017; Sanchez Hernandez et al., 2018).  
El período postprandial se refiere a las respuestas a nivel fisiológico y bioquímico 
luego de la ingesta de alimento (McCue, 2006; Secor, 2001). Determinar la actividad de 
enzimas digestivas específicas y la concentración de reservas de energía a diferentes 
tiempos luego de la alimentación permite establecer la dinámica temporal postprandial y/o 





efectos de diferentes tiempos de privación de alimento sobre componentes claves del 
metabolismo de las principales macromoléculas (ej. hidratos de carbono). En peces, como 
en otros animales, los nutrientes y la energía obtenidos a través de la ingesta y 
procesamiento del alimento juegan un papel importante en diversos procesos metabólicos y 
en el mantenimiento de la homeostasis (Bakke et al., 2011; Hixson, 2014; Choi et al., 
2018). Por lo tanto, la privación de alimento puede tener efectos negativos sobre el 
metabolismo y la fisiología de peces (Shan et al., 2008; Choi et al., 2012; Yang et al., 
2019). La menor actividad de amilasa en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus a 
las 24 h y el mantenimiento en valores menores a t0 hasta las 360 h luego de la ingesta de 
alimento sugiere la existencia de ajustes postprandiales en pasos iniciales de la digestión de 
hidratos de carbono (ej. una disminución en la capacidad hidrolítica para sustratos 
específicos tales como almidón/glucógeno). La disminución de la actividad de maltasa en 
intestino anterior de individuos adultos de P. orbignyanus a las 72 h luego de la ingesta de 
alimento y el mantenimiento en niveles similares a las 360 h podrían relacionarse con 
ajustes (ej. menor capacidad) para la digestión final de hidratos de carbono glucogénicos. 
El mantenimiento de la actividad de maltasa en valores similares a t0 a las 24 h, tiempo al 
cual se observó una disminución de la actividad de amilasa, sugiere la existencia de 
modulación temporal diferencial de distintas etapas de la digestión de hidratos de carbono 
dietarios y por ende, en la capacidad digestiva para sustratos específicos. Por otro lado, la 
disminución de la actividad de maltasa coincidentemente con la menor actividad de amilasa 
a las 72 y 360 h sugiere la existencia de ajustes postprandiales coordinados de componentes 
principales de la digestión de hidratos de carbono en intestino anterior de adultos de P. 





orbignyanus. En varias especies de peces teleósteos se ha observado la modulación de 
enzimas digestivas específicas en respuesta a diferentes tiempos de privación de alimento, 
aunque los ajustes parecen ser especie-específicos (Grosell et al., 2011; Yúfera et al., 2012; 
Ballantyne, 2014; Aslam et al., 2018; Vizcaino et al., 2018). En intestino de diferentes 
especies de peces se ha reportado la modulación de la actividad de amilasa aunque la 
disminución comienza a producirse a partir de la segunda semana de privación de alimento 
(Sanz, 2009). Las diferentes respuestas temporales de la actividad de amilasa y las 
diferencias cualitativas en la respuesta de la actividad de maltasa (aumento de la actividad a 
las 24 h luego de la ingesta de alimento y valores similares a t0 a tiempos prolongados en 
juveniles) sugieren diferencias intraespecíficas en la dinámica para la digestión de hidratos 
de carbono glucogénicos en relación a la edad. Si estas diferencias se deben a diferentes 
rutas metabólicas y/o distinta utilización de las mismas o a la existencia de diferentes 
mecanismos de regulación (ej. mensajeros químicos) en juveniles y adultos requiere mayor 
investigación. 
El hígado desempeña un papel central en la homeostasis de glucosa de varias 
especies de peces (Tseng y Hwang, 2008; Polakof et al., 2012; Chen et al., 2018; Steinberg, 
2018). Similarmente a juveniles (del Valle et al., 2016; Albanesi, 2018) el hígado de 
adultos de P. orbignyanus constituiría un sitio principal de reserva de glucógeno. El alto 
contenido de glucosa libre en el hígado sugiere un rol en el mantenimiento de un adecuado 
y sostenido suministro de glucosa. Sin embargo, a diferencia de juveniles (Albanesi, 2018) 
no se observaron cambios en la concentración de glucógeno luego de la ingesta de alimento 
a ninguno de los tiempos estudiados, sugiriendo la existencia de diferencias intraespecíficas 





en el metabolismo postprandial de hidratos de carbono en hígado. El aumento de la 
concentración de glucosa libre en hígado de adultos a las 72 h luego de la ingesta de 
alimento sugeriría la modulación postprandial de vías gluconeogénicas para la construcción 
de glucógeno y/o la utilización de glucosa en otras vías metabólicas. En hígado de varias 
especies de peces se ha demostrado que ocurre una modulación postprandial a diferentes 
niveles (expresión, cantidad y/o actividad) de enzimas involucradas en la ruta de síntesis de 
glucógeno y/o vías gluconeogénicas (Chen et al., 2017; Conde-Sieira y Soegas, 2017; Yang 
et al., 2019). La disminución en la actividad de amilasa y maltasa en intestino y, 
consecuentemente, la disminución potencial en la capacidad digestiva de hidratos de 
carbono soportan aún más la idea de la posible utilización de glucosa de otras fuentes para 
sostener las reservas de glucógeno y/u otras vías metabólicas en hígado de adultos de P. 
orbignyanus. En varias especies de peces teleósteos, los requerimientos de glucosa en 
situaciones de baja disponibilidad de este metabolito son cubiertos principalmente mediante 
movilización de reservas de glucógeno y/o por la síntesis de novo de glucosa por vías 
gluconeogénicas en hígado (Polakof et al., 2012; Yang et al., 2019). Por otro lado, el 
hígado constituye una fuente principal de glucosa para otros órganos y/o tejidos 
modificando el flujo neto de glucosa mediante el ajuste en forma sincronizada de vías de 
producción y de utilización (Enes et al., 2009; Polakoff et al., 2012; Chen et al., 2018; Yang 
et al., 2019). La concentración de glucosa en el hígado se mantiene en equilibrio con la 
glucosa circulante vía la actividad de transportadores de membrana (Castillo et al., 2009; 
Liang et al., 2018). La disminución en la concentración de glucosa libre en hígado de 
adultos de P. orbignyanus a las 360 h sugiere el rol del hígado como fuente de glucosa a 





tiempos prolongados postingesta. En peces teleósteos, el músculo esquelético es un sitio 
principal de entrada de glucosa mediante la modulación de la actividad y/o cantidad de un 
transportador de membrana específico (Marin-Juez et al., 2013). El mantenimiento de los 
niveles de glucógeno y la marcada disminución en la concentración de glucosa libre en 
músculo luego de 360 h de la ingesta de alimento podría sugerir la idea de la utilización de 
glucosa proveniente de otros tejidos para el mantenimiento de los niveles de glucógeno en 
músculo de adultos de P. orbignyanus. Similarmente a lo observado para la actividad de 
amilasa y maltasa en intestino anterior, individuos adultos de P. orbignyanus exhibieron 
respuestas diferenciales luego de la ingesta de alimento en la concentración de glucógeno y 
glucosa libre en hígado y músculo a la de juveniles, apoyando la idea de la existencia de 
diferentes ajustes postprandiales en componentes clave del metabolismo de hidratos de 
carbono en relación a la edad. 
El ayuno representa una situación extrema de privación de alimento que muchas 
especies de peces deben tolerar tanto en el ambiente natural como en condiciones 
controladas (Navarro y Gutiérrez, 1995; Miller et al., 2009; Zaldúa y Naya, 2014; Yang et 
al., 2019). Para sobrevivir al mismo, varias especies de peces movilizan reservas de energía 
enfrentado el requerimiento energético en los procesos al menos vitales (Salem et al., 2007; 
Furné et al., 2012; Yang et al., 2019). Sin embargo, los estudios para evaluar la dinámica de 
los cambios metabólicos involucrados en la transición de la alimentación al ayuno (ayuno 
postprandial) son escasos y fragmentarios (Yang et al., 2019). Los resultados de este 
capítulo sugerirían, que tomando como parámetro la concentración de glucógeno en hígado 
y músculo, un tiempo de privación de alimento de 360 h no representaría una situación de 





ayuno para adultos de P. orbignyanus similarmente a lo observado en juveniles (Albanesi, 
2018). 
En conclusión, la existencia de actividad de amilasa y de maltasa en intestino 
anterior de adultos de P. orbignyanus sugiere su potencial capacidad para la digestión de 
diferentes tipos de carbohidratos glucogénicos (almidón, glucógeno, dextrina y maltosa), 
así como el rol del intestino anterior en pasos finales de la digestión de hidratos de carbono 
y absorción de metabolitos resultantes (ej. glucosa). Las respuestas de la actividad de 
amilasa y de maltasa en intestino anterior y de la concentración de glucosa libre en hígado y 
músculo luego de la ingesta de alimento sugieren la existencia de ajustes digestivos y 
metabólicos postprandiales diferenciales en componentes clave del metabolismo de 
hidratos de carbono en adultos de P. orbignyanus.  






Perfil digestivo y metabólico a nivel 
bioquímico de adultos del lenguado 
Paralichthys orbignyanus: actividad de 
proteasas y lipasa en intestino y 
concentración de proteínas y 
triglicéridos en órganos de reserva  






A pesar de las diferencias en las dietas en el ambiente natural, la mayoría de 
especies de peces estudiadas muestran, en general, capacidad para utilizar diferentes 
componentes dietarios para hacer frente a los requerimientos de energía y nutrientes 
(Raubenheimer et al., 2009; Bakke et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; Steimberg, 
2018). Al ocurrir un vínculo entre la digestión y absorción de nutrientes, resulta evidente la 
importancia de determinar la existencia y/o modulación de la actividad de enzimas 
digestivas específicas en tracto digestivo para establecer la capacidad de un animal en 
utilizar diferentes sustratos dietarios y los posibles ajustes en respuesta a diferentes 
condiciones fisiológicas y/o ambientales (del Valle y López Mañanes, 2011, 2012; 
Karasov y Douglas, 2013; Sanz et al., 2015).  
Conocer la existencia y/o modulación de proteasas claves en intestino anterior de 
peces (sitio principal de digestión proteica y absorción de productos resultantes tales como 
aminoácidos y oligopéptidos) (Bakke et al., 2011; Steimberg, 2018) resulta esencial como 
parámetro para evaluar la potencial capacidad digestiva proteolítica. La endopeptidasa 
tripsina (EC 3.4.21.4) es una de las proteasas más importantes en el tracto digestivo de 
mamíferos y de varias especies de vertebrados no mamíferos (Sainz, 2004; Vandermarliere 
et al., 2013, Perera et al., 2015; Rittschoff, 2017). Este parece ser el caso también para 
intestino de varias especies de peces teleósteos (Bakke et al., 2011; Steinberg, 2018). La 
N-aminopeptidasa (APN) (E.C. 3.4.11.2) es una ectopeptidasa que juega un rol esencial en 
los pasos finales de la digestión proteica produciendo di/tripéptidos y aminoácidos libres 





(Alpers, 1987; Mentlein, 2004; Goodman, 2010; Fairweather et al., 2012; Michiels et al., 
2015a; Wanat et al., 2019). La N-aminopeptidasa se utiliza como indicador de la capacidad 
de digerir proteínas (Ramirez-Otarola et al., 2011, 2018). La determinación de la actividad 
de proteasas específicas en intestino es particularmente importante para el caso de especies 
de peces cultivadas, ya que las proteínas deben incorporarse a las dietas en niveles 
adecuados para alcanzar un crecimiento y mantenimiento normales, pero un exceso puede 
ser perjudicial para el organismo (Rahman et al., 2017; Baloch et al., 2019; Mo et al., 
2019).  
Por otro lado, la incorporación de lípidos y/o de hidratos de carbono en la dieta en 
un nivel adecuado pueden minimizar el uso de proteínas como fuente de energía (Rahman 
et al., 2017; Yang et al., 2019). En base a esto, resulta de fundamental importancia conocer 
la existencia de actividad de carbohidrasas (ver capítulo 4 de la presente tesis) y de lipasa 
en intestino de peces teleósteos en general y en particular en especies de interés económico 
y con potencial para acuicultura. Varias especies de peces teleósteos, utilizan lípidos como 
fuentes de energía para el mantenimiento de diversos procesos fisiológicos, el crecimiento, 
la reproducción y el movimiento (Tocher, 2003; Sandre et al., 2017; Steimberg, 2018). En 
este contexto, los niveles y/o modulación de la actividad de lipasa en intestino 
determinarán la capacidad para la digestión y utilización de lípidos dietarios. En animales, 
las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas, EC 3.1.1.3) tienen una importancia fisiológica 
central debido a su papel en la digestión de lípidos dietarios hasta moléculas pequeñas que 
puedan ser absorbidas (Casas-Godoy et al., 2012; Karasov y Douglas, 2013; Chang y 
Leung, 2014: Castro, 2015, 2016; Michiels et al., 2015b; Sarmah et al., 2018; Negi, 2019). 





En varias especies de peces se ha determinado la presencia de actividad de lipasa en 
intestino y que la absorción de productos de la digestión se realiza, principalmente, a nivel 
del intestino anterior (Kurtovic et al., 2009; Bakke et al., 2011; Steimberg, 2018). 
En este capítulo se describen estudios para, a) determinar la existencia de 
actividad de tripsina, APN y lipasa, en intestino anterior de individuos adultos de P. 
orbignyanus como indicador de la capacidad potencial para la digestión de proteínas y 
lípidos dietarios respectivamente.; b) determinar la concentración de proteínas y 
triglicéridos en hígado y músculo de individuos adultos de P. orbignyanus, para establecer 
sitios de almacenamiento y c) determinar la actividad de tripsina, APN y lipasa a diferentes 
tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus, para 
evaluar la dinámica temporal postprandial d) determinar la concentración de proteínas y 
triglicéridos a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en órganos de reserva en 
individuos adultos de P. orbignyanus para determinar posibles ajustes metabólicos 
postprandiales e) establecer aspectos comparativos con individuos juveniles. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Captura y mantenimiento de animales 
Se procedió según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 4 
de la presente tesis. 





Preparación de homogenatos 
Se realizó según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 4 de 
la presente tesis. 
Determinaciones cuantitativas 
La actividad de tripsina se determinó utilizando N-α-benzoyl-DL-arginine-4-
nitroanilide (BAPNA) como sustrato (Candiotto et al., 2018) con modificaciones (Michiels 
et al., 2017). La reacción se inició mediante la adición de sustrato (concentración final 1,23 
mM) a una mezcla de reacción que contuvo Cl2Ca 400mM y una alícuota de la muestra 
correspondiente (zona de linealidad de la curva de actividad vs concentración de proteínas) 
en 50 mM buffer Tris/HCl pH 9. Se incubó a 45°C durante 15 minutos. La reacción se 
detuvo por la adición de 250 µl de KOH 0,1M. La concentración se midió en 405 nm. 
La actividad de APN se determinó usando como sustrato L-alanine-p-nitroanilide 
(L-Ala pNA) (Roncari y Zuber, 1969) con modificaciones (Michiels et al., 2015a, 2017; 
del Valle et al., 2016). La reacción se inició mediante la adición de sustrato (concentración 
final 0,33mM) a una mezcla de reacción que contenía una alícuota de la muestra 
correspondiente (zona de linealidad de la curva de actividad vs concentración de proteínas) 
en buffer Tris-HCl 50mM a pH 7,4. Se incubó a 45°C durante 15 minutos. La reacción se 
detuvo mediante la adición de 0,2 ml de ácido acético frio 2M. La absorbancia se midió en 
384 nm.  





La actividad de lipasa se determinó colorimétricamente por cuantificación del p-
nitrofenol (pNP) liberado a partir de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) (Michiels et al., 2013; 
del Valle et al., 2016). La reacción se inició mediante la adición de pNPP (concentración 
final 0,85mM) a una reacción conteniendo una alícuota de la muestra correspondiente 
(zona de linealidad de la curva de actividad vs concentración de proteínas) en Tris-HCl 
50mM pH 8,5. Se incubó a 37°C durante 5 minutos. La reacción se interrumpió con el 
agregado de 0,5 ml de TCA 0,1 % v/v. La cantidad de p-nitrofenol liberado se cuantificó 
por lectura de absorbancia en 410 nm. La actividad de lipasa se expresó como µmoles pNP 
x min -1 x mg proteína-1. 
La concentración de triglicéridos se midió por el método colorimétrico de glicerol 
fosfato oxidasa (TAG Wiener-Lab AA cod. 861110001). Una alícuota de la muestra 
correspondiente se incubó con este reactivo durante 5 minutos a 37°C (Pinoni et al., 2011; 
Michiels et al., 2015b; Albanesi, 2018). La cantidad de glicerol liberado se determinó 
leyendo la absorbancia en 505 nm del complejo coloreado de quinona. 
La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 
estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg x ml-1). 
Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Sigma-Stat 
3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas 
y normalidad. Se realizaron análisis paramétricos, t-test o One-Way ANOVA, para estimar 





diferencias estadísticas. Un p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a 




Actividad de proteasas en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus  
Actividad de tripsina  
El intestino anterior de adultos de P. orbignyanus exhibió actividad de tripsina 
(Tabla 5.1). 
No se encontraron diferencias entre la actividad específica de tripsina en intestino 
anterior de adultos de P. orbignyanus y el correspondiente valor en juveniles (Tabla 5.1). 
Actividad de APN 
El intestino anterior de adultos de P. orbignyanus exhibió actividad de APN 
(Tabla 5.1). 
La actividad específica de APN en intestino de adultos fue menor a la actividad en 
intestino anterior de juveniles (Tabla 5.1). 






Tabla 5.1. Actividades de tripsina y APN en intestino anterior de adultos de 
P. orbignyanus: comparación con actividad específica en intestino de juveniles 
 
  Adultos Juveniles* 
Tripsina 
60 ± 12 68 ± 10 (µmoles p-nitroanilina x min-1 x mg 
proteína-1) 
APN 
0,17 ± 0,021* 1 ± 0,1 (µmoles p-nitroanilina x min-1 x mg 
proteína-1) 
* Albanesi, 2018 
* indica diferencias significativas con el correspondiente valor en juveniles (t.test; p < 0,05). Los valores son 
la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Actividad de lipasa en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus  
El intestino anterior de adultos de P. orbignyanus exhibió actividad de lipasa 
(Tabla 5.2).  
La actividad específica de lipasa encontrada en el intestino anterior de adultos de 
P. orbignyanus fue mayor a la actividad en intestino anterior de juveniles (Tabla 5.2).  
 





Tabla 5.2. Actividad de lipasa en intestino anterior de adultos de P. 
orbignyanus: comparación con actividad específica en intestino de juveniles 
Adultos Juveniles* 
      
Actividad Específica de Lipasa 
665 ± 95* 5 ± 0,4 
(µmoles pNP x min-1 x mg prot-1) 
 * Albanesi, 2018 
* indica diferencias significativas con respecto al correspondiente valor en juveniles (t-test; p < 0,05). Los 
datos son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Concentración de proteínas en hígado y músculo de adultos de P. orbignyanus  
La concentración de proteínas fue mayor (aproximadamente 50%) en hígado que 

















Figura 5.1. Concentración de proteínas en hígado y músculo en adultos de P. 
orbignyanus. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tejidos (t-test: 
p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Concentración de triglicéridos en hígado y músculo de adultos de P. orbignyanus  
La concentración de triglicéridos fue varias veces mayor (2000%) en hígado que 

















Figura 5.2. Concentración de triglicéridos en hígado y músculo en adultos de P. 
orbignyanus. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tejidos (t-test; 
p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Actividad de proteasas en intestino anterior a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento en individuos adultos  de P. orbignyanus  
Actividad de tripsina  
La actividad de tripsina en intestino anterior disminuyó (aproximadamente 60%) a 
las 24 h luego de la ingesta de alimento y se mantuvo constante hasta las 72. A las 360 h la 
actividad fue similar a t0 (Figura 5.3).  





La dinámica temporal de la disminución postingesta de la actividad de tripsina en 








Figura 5.3. Actividad de tripsina en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus 
a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Actividad de tripsina 
en intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 4-6 individuos.  
 





Actividad de APN 
La actividad de APN a las 24 h luego de la ingesta fue mayor (188%) a la 
correspondiente actividad a t0. A las 72 h la actividad disminuyó hasta valores similares a 
los observados para t0 y se mantuvo constante hasta las 360 h (Figura 5.4). 
La respuesta postingesta de la actividad de APN de adultos difirió a la encontrada 








Figura 5.4. Actividad de APN en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Actividad de APN en 
intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 4-6 individuos.  






Concentración de proteínas en hígado y músculo a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus 
Hígado 
La concentración de proteínas en hígado no varió luego de la ingesta de alimento 
a ninguno de los tiempos estudiados (Figura 5.5). 
La respuesta postingesta de la concentración de proteínas en hígado de adultos 
difirió a la de individuos juveniles (Recuadro figura 5.5). 













Figura 5.5. Concentración de proteínas en hígado de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
proteínas en hígado de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 5-6 individuos. 
 
Músculo  
No se observaron diferencias en la concentración de proteínas en músculo luego 
de la ingesta de alimento a los tiempos estudiados (Figura 5.6). 





La respuesta postingesta de la concentración de proteínas en músculo de adultos 









Figura 5.6. Concentración de proteínas en músculo de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
proteínas en músculo de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 6 individuos. 
 





Actividad de lipasa en intestino anterior a diferentes tiempos luego de la ingesta 
de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus 
La actividad de lipasa disminuyó (aproximadamente 55%) a las 24 h luego de la 
ingesta de alimento. A las 72 h la actividad aumentó hasta valores similares a t0 
manteniéndose constante hasta las 360 h (Figura 5.7). 
La respuesta postprandial de la actividad de lipasa en intestino anterior de adultos 







Figura 5.7. Actividad de lipasa en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Actividad de lipasa en 
intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 4-6 individuos.  






Concentración de triglicéridos en hígado y músculo a diferentes tiempos luego de 
la ingesta de alimento en individuos adultos de P. orbignyanus 
Hígado 
La concentración de triglicéridos en hígado no varió luego de la ingesta de 
alimento a ninguno de los tiempos estudiados (Figura 5.8). 
La respuesta postingesta de la concentración de triglicéridos en hígado de adultos 
fue diferente a la de individuos juveniles (Recuadro figura 5.8). 












Figura 5.8. Concentración de triglicéridos en hígado de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
triglicéridos en hígado de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 4-6 individuos. 
 
Músculo 
La concentración de triglicéridos en músculo no varió luego de la ingesta de 
alimento a ninguno de los tiempos estudiados (Figura 5.9). 





La respuesta postingesta de la concentración de triglicéridos en hígado de adultos 








Figura 5.9. Concentración de triglicéridos en músculo de adultos de P. orbignyanus 
a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. Recuadro: Concentración de 
triglicéridos en músculo de juveniles de P. orbignyanus a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento (Albanesi, 2018). * indica diferencias significativas respecto a t0 
(ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 6 individuos. 







La existencia de actividad de tripsina y APN en intestino anterior sugiere que 
individuos adultos de Paralichthys orbignyanus exhiben capacidad digestiva a nivel 
bioquímico para la hidrólisis completa de sustratos dietarios proteicos, lo cual estaría en 
relación con su hábito alimenticio en el ambiente natural (Carneiro, 1995; Rivera-Prisco et 
al., 2001; Diaz de Astarloa, 2002). En la Laguna Costera Mar Chiquita, individuos adultos 
de P. orbignyanus se alimentan principalmente de especies pelágicas y bentónicas de 
crustáceos y de peces (Rivera-Prisco et al., 2001). En general, altos niveles de actividad de 
proteasas en intestino son típicos de peces carnívoros (Sanz, 2009; Bakke et al., 2011; 
Karasov y Douglas, 2013; Steimberg, 2018). 
Las lipasas son de importancia fisiológica central en todos los animales debido a 
su papel en la digestión de lípidos dietarios y de reserva (Casas-Godoy et al., 2012; 
Karasov y Douglas, 2013; Chang y Leung, 2014: Castro, 2015, 2016; Michiels et al., 
2015b; Sarmah et al., 2018; Negi, 2019). Diversos estudios han demostrado la existencia de 
actividad de lipasa en intestino anterior de varias especies de peces aunque con diferencias 
cuanti y/o cualitativas inter e intraespecíficas (Bakke et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; 
Pujante et al., 2017; Steinberg, 2018; Aratzamendi et al., 2019). La presencia de actividad 
de lipasa en intestino anterior de P. orbignyanus, también estaría de acuerdo con su hábito 
alimenticio en el ambiente natural (Rivera-Prisco et al., 2001), ya que una alta actividad 





lipolítica en intestino es en general, típica de especies carnívoras (Sanz, 2009; Bakke et al., 
2011; Karasov y Douglas, 2013; Steimberg, 2018). 
Como señalamos anteriormente (ver capítulo 4 de la presente tesis) para especies 
de peces de importancia ecológica y/o económica tales como el lenguado P. orbignyanus, 
determinar la existencia y/o modulación de actividad de enzimas digestivas específicas en 
intestino de individuos juveniles y adultos permite establecer posibles diferencias y/o 
cambios en el perfil digestivo a nivel bioquímico en relación a la edad (Moyano López, 
2006; Bakke et al., 2011; Pujante et al., 2017; Sanchez Hernandez et al., 2018). Los 
resultados del presente capítulo (junto con los presentados en el Capítulo 4) sugieren que 
podría producirse una modulación diferencial de la actividad de enzimas digestivas 
específicas en relación a la edad en P. orbignyanus. Los niveles similares de actividad 
específica de tripsina en adultos y juveniles sugieren que no se producirían cambios en la 
capacidad para pasos iniciales de la digestión proteica. Sin embargo, la menor actividad 
específica de APN podría sugerir una menor importancia relativa de esta enzima y por ende 
modificaciones para la digestión final proteica en individuos adultos. En varias especies de 
peces, se ha descripto la presencia de leucina-aminopeptidasa en intestino anterior la que 
también cumple un rol esencial en los pasos finales de la digestión proteica (Bakke et al., 
2011; Steimberg, 2018; Kamaszewski et al., 2019; Wang et al., 2019). Nuestros resultados 
no nos permiten establecer si este es el caso para adultos de P. orbignyanus. Por otro lado, 
la marcada mayor actividad específica de lipasa en intestino anterior de adultos y 
consecuentemente una mayor capacidad digestiva para ítems lipídicos sugiere un cambio en 
el perfil digestivo (ej. mayor relevancia de la utilización de lípidos dietarios) en individuos 





adultos. Se considera que el hábito alimenticio es el principal factor de selección que 
determina el tipo y funcionalidad de enzimas digestivas presentes en tracto digestivo de 
peces (Karasov y Douglas, 2013; Sánchez-Hernández et al., 2019). En la Laguna Costera 
Mar Chiquita, se ha observado que ocurre un cambio en la dieta de P. orbignyanus hacia 
presas de mayor tamaño y a la incorporación de peces en adultos (Rivero Prisco et al., 
2001), lo que podría conducir a una mayor disponibilidad de lípidos en la dieta. Al 
modificarse las características del alimento y condiciones de alimentación, la información 
obtenida para una determinada especie en el ambiente natural, no puede extrapolarse 
totalmente a las condiciones en cautiverio. Sin embargo, se ha sugerido que cambios en el 
perfil digestivo tanto en el ambiente natural como en condiciones controladas pueden ser 
disparados y/o regulados por mecanismos intrínsecos (Pujante et al., 2017; Sánchez-
Hernández et al., 2019). En el pez Chelon labrosus (familia Mugilidae) se han observado 
cambios diferenciales en la actividad específica de lipasa en intestino entre juveniles y 
adultos en cautiverio que han sido relacionados con los cambios en la dieta en el ambiente 
natural (Pujante et al., 2017; Arantzamendi et al., 2018; Sanchez Hernandez et al., 2018). 
En varias especies de peces teleósteos se ha observado la modulación de enzimas 
digestivas en respuesta a diferentes tiempos postingesta y/o de privación de alimento siendo 
estos ajustes especie-específicos (Grosell et al., 2011; Yúfera et al., 2012; Ballantyne, 2014; 
Aslam et al., 2018; Vizcaino et al., 2018). En el capítulo anterior de la presente tesis 
mostramos la existencia de modulación postingesta de la actividad de amilasa y maltasa en 
intestino anterior de adultos de P. orbignyanus sugiriendo la existencia de mecanismos de 
modulación postprandial de componentes clave en la digestión de hidratos de carbono. Los 





resultados de este capítulo que muestran la existencia de modulación diferencial de las 
actividades de tripsina, APN y lipasa en intestino anterior de adultos a diferentes tiempos 
luego de la ingesta de alimento sugieren también la capacidad de adultos para la regulación 
postprandial de componentes claves del metabolismo de proteínas y lípidos. Además, los 
cambios a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento de la actividad de enzimas 
digestivas específicas soportan la idea del rol del intestino anterior como sitio involucrado 
en procesos de regulación del metabolismo proteico y lipídico postprandial en adultos de P. 
orbignyanus. La menor actividad de tripsina a las 24 h luego de la ingesta de alimento y su 
mantenimiento en niveles similares hasta las 72 h sugiere la modulación (disminución) 
postprandial de pasos iniciales de la digestión de ítems proteicos. Por otro lado, la actividad 
de tripsina en niveles similares a t0 a las 360 h postingesta, sugeriría la recuperación de la 
capacidad para digestión inicial de proteínas. Si la recuperación de la actividad específica 
de tripsina hasta valores similares a t0 se debe a diferentes fases temporales en la digestión 
proteica y/o a mecanismos intrínsecos de regulación (ej. modulación de la actividad 
preexistente y/o de la síntesis y liberación de enzimas digestivas por mensajeros químicos) 
requiere mayor investigación. 
El aumento de la actividad de APN a las 24 h luego de la ingesta de alimento 
(concomitante a la disminución en la actividad de tripsina) sugiere que a este tiempo 
podrían llevarse a cabo etapas finales de la digestión proteica. Además, soporta la idea de 
una modulación coordinada de diferentes etapas de la digestión proteica. El transporte de 
péptidos y aminoácidos es de importancia central en la nutrición proteica de animales 
(Karasov y Duglas, 2013; Chang y Leung, 2014; Tian, 2015). Los aminoácidos, en forma 





de aminoácidos libres y oligopéptidos, son nutrientes vitales e importantes reguladores de 
rutas metabólicas y de procesos fisiológicos clave. Los aminoácidos u oligopeptidos 
resultantes de la digestión de ítmes proteicos se transportan desde el lumen a través de las 
células epiteliales intestinales hacia la sangre vía transportadores presentes en las 
membranas apical y basolateral de las células epiteliales intestinales. La APN, la cual es 
una enzima multifuncional, además de estar involucrada en pasos finales de la digestión 
proteica cumple un rol en la facilitación del transporte de varios aminoácidos. En intestino 
de mamíferos, la APN puede formar complejos con transportadores de aminoácidos neutros 
modulando su absorción (Fairweather et al., 2012). En tracto digestivo de algunos peces se 
han identificado transportadores de péptidos y/o aminoácidos de alta capacidad (Bakke et 
al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; Tian, 2015; Steinberg, 2018; Orozco et al., 2019). Se 
desconoce la existencia de este tipo de transportadores en intestino de P. orbignyanus. La 
disminución de la actividad de APN a las 72 h postingesta hasta valores similares a t0, en 
intestino anterior de adultos de P. orbignyanus, junto con la recuperación de la actividad de 
tripsina soporta aún más la idea de ajustes coordinados de diferentes etapas de la digestión 
proteica y probablemente la existencia de mecanismos intrínsecos de regulación de 
procesos digestivos.  
En varios peces teleósteos, se ha demostrado el rol del hígado como sitio de 
síntesis proteica postprandial (Ballantyne, 2014; Mente et al., 2017), reconociendo el rol del 
hígado como sitio de síntesis proteica postprandial en juveniles de P. orbignyanus 
(Albanesi., 2018). Los resultados de la presente tesis muestran que, similarmente a lo 
encontrado en juveniles, el hígado y el músculo constituyen sitios de reserva de proteína en 





individuos adultos de P. orbignyanus. Sin embargo, y diferencialmente a juveniles, el 
mantenimiento de la concentración de proteínas en hígado y músculo a los distintos 
tiempos postingesta estudiados (junto con la modulación diferencial de la actividad de 
proteasas) sugiere diferencias en la dinámica postprandial de componentes clave del 
metabolismo proteico en relación a la edad. Igualmente se observa una tendencia hacia un 
aumento a las 72 h de la concentración de proteínas en hígado y en músculo, aunque las 
mismas no son estadísticamente significativas. Se necesitaría evidencia experimental (ej. 
aumentando la muestra) para confirmar o descartar esta tendencia.  
Los cambios a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento de la actividad 
de lipasa soportan la idea del rol de intestino anterior como sitio involucrado en procesos de 
regulación del metabolismo lipídico postprandial en adultos de P. orbignyanus. La 
disminución de la actividad de lipasa a las 24 h luego de la ingesta de alimento y el 
posterior incremento a las 72 h hasta valores similares a t0 y el mantenimiento de la misma 
a las 360 h sugiere la existencia de ajustes diferenciales temporales postprandiales 
(disminución y posterior mantenimiento en niveles basales) en la capacidad digestiva de 
lípidos dietarios. Si la diferencia temporal en la recuperación de las actividades específicas 
de tripsina y lipasa en intestino de adultos de P. orbignyanus se debe a una diferente 
dinámica postprandial de la digestión de proteínas y lípidos dietarios y/o de mecanismos de 
regulación (ej. modulación de la actividad preexistente y/o de la síntesis y liberación de 
enzimas digestivas por mensajeros químicos) requiere mayor investigación. Por otro lado, 
las diferencias en las respuestas postingesta en la actividad de lipasa a la de juveniles 





sugieren también una diferente dinámica postprandial de la digestión lipídica en relación a 
la edad.  
En varios animales, los productos de la digestión de lípidos dietarios son 
almacenados como triglicéridos en órganos de reserva (Tocher, 2003; Peng et al., 2015; 
Xie, 2017). Los procesos de absorción de lípidos en peces parecen ocurrir principalmente 
en las regiones proximales del intestino y se piensa son similares a los de mamíferos 
(Tocher, 2003; Hernández-Blazquez et al., 2006; Bakke et al., 2011; Castro 2015, 2016). 
Durante la alimentación, el exceso de ácidos grasos en la dieta se exporta desde el hígado 
en forma de lipoproteínas y se acumulan y almacenan en forma de triglicéridos en sitios 
específicos de almacenamiento de lípidos (Tocher, 2003; Grosell et al., 2011; Ballantyne, 
2014). En varias especies de peces, el músculo constituye un sitio de reserva de 
triglicéridos (Tocher, 2003; Bakke et al., 2011). Similarmente a juveniles (del Valle et al., 
2016; Albanesi, 2018), el hígado parece ser el principal sitio de reserva de triglicéridos en 
individuos adultos de P. orbignyanus. Nuestros resultados no nos permiten establece si la 
menor  concentración de triglicéridos  en músculo con respecto a hígado se debe al 
sedentarismo en cautiverio o a una característica del perfil digestivo de estos organismos en 
el ambiente natural.  El mantenimiento a las 24 h de la concentración de triglicéridos en 
hígado sugeriría que la disminución en la actividad de lipasa en intestino anterior no 
afectaría las reservas. Sin embargo, no podemos descartar un aumento de la actividad de 
lipasa a tiempos postingesta más cortos (menores a 24 h). El mantenimiento en la 
concentración de triglicéridos en hígado junto con la recuperación de la actividad de lipasa 
en intestino anterior a las 72 h postingesta sugiere la existencia de mecanismos de ajuste 





postprandiales coordinados de diferentes componentes del metabolismo lipídico en adultos 
de P. orbignyanus. Contrariamente a lo observado en juveniles (Albanesi, 2018), el 
mantenimiento de la concentración de triglicéridos en hígado y músculo de adultos sugiere 
una dinámica postprandial diferencial del metabolismo lipídico en estos sitios de reserva en 
relación a la edad. Similarmente a lo observado para la concentración de proteínas en 
hígado y músculo, existe una tendencia a aumentar la concentración de triglicéridos a las 72 
y 360 h en hígado y a las 72 h en músculo. En estos casos la variabilidad en las muestras 
tomadas no permite observar una significancia estadística. Así, tal como se señalo más 
arriba para el caso de la concentración de proteínas, se necesitaría evidencia experimental 
(ej. aumentando la muestra) para confirmar o descartar esta tendencia. Para sobrevivir al 
ayuno (condición extrema de privación de alimento), varias especies de peces movilizan 
reservas de energía para enfrentar el déficit energético y mantener procesos vitales (Salem, 
et al., 2007; Furné, et al., 2012; Yang et al., 2019). Sin embargo, como señalamos en el 
capítulo 4, faltan estudios para evaluar la dinámica de los cambios metabólicos 
involucrados en la transición alimentación a ayuno (ayuno postprandial) (Yang et al., 
2019). Los resultados de este capítulo similarmente a lo observado con respecto a las 
reservas de glucógeno (Capítulo 4) sugerirían que, tomando como parámetro la 
concentración de proteínas y triglicéridos en hígado y músculo, un tiempo de privación de 
alimento de 360 h no representaría una situación de ayuno para adultos de P. orbignyanus. 
En conclusión, las respuestas de diferentes componentes clave de la digestión de 
hidratos de carbono (capítulo 4 de la presente tesis), proteínas y lípidos (modulación de 
enzimas digestivas en intestino anterior) sugieren la existencia de ajustes digestivos y 





metabólicos postprandiales diferenciales a nivel bioquímico en adultos de P. orbignyanus, 
como así también de distintos mecanismos de regulación. Las diferentes respuestas de la 
actividad de enzimas digestivas en intestino y de la concentración de sustratos de reserva en 
adultos y juveniles sugieren, además, una diferente dinámica postprandial a nivel 
bioquímico y consecuentemente de ajustes digestivos y metabólicos postprandiales en 
relación a la edad en P. orbignyanus, los cuales podrían deberse a mecanismos endógenos 
(ej. mensajeros químicos, utilización de vías metabólicas) que siguen operando en 
condiciones controladas. Por otro lado, los resultados que muestran la alta actividad de 
lipasa y su modulación en individuos adultos son de potencial aplicación en acuicultura 
debido a la importancia de la incorporación de lípidos en la dieta en un nivel adecuado para 
minimizar el uso de proteínas. 
 






Actividad de Fosfatasa Alcalina en 
intestino del lenguado Paralichthys 
orbignyanus: caracterización parcial y 
dinámica postprandial 






Muchos procesos biológicos son regulados por la formación (fosforilación) y el 
clivaje (defosforilación) de ésteres de fosfato, dos de las reacciones químicas más cruciales 
llevadas a cabo en todos los organismos vivientes. El proceso de defosforilación es 
catalizado por diferentes fosfatasas. La fosfatasa alcalina (AP), una enzima de membrana 
ubicua que cataliza la hidrólisis de monoésteres de fosfato de un amplio rango de sustratos 
a pH superiores a 7,0, regula diferentes procesos fisiológicos esenciales en animales 
(Millan, 2006; Buchet et al., 2013; Linder et al., 2013; Lallès, 2019a). La AP ha sido 
ampliamente estudiada en mamíferos habiéndose identificado varias formas las cuales 
exhiben una distribución diferencial en distintos órganos y tejidos (Muginova et al., 2007; 
Sharp et al., 2007; Buchet et al., 2013; Linder et al., 2013; Lallès, 2014, 2019a; Sharma et 
al., 2014). Las formas de AP se clasifican usualmente como AP tejido-inespecífica que se 
encuentra principalmente en hueso, hígado y riñón y AP tejido-específicas como la AP 
intestinal y de placenta (Millan 2006; Sharma et al 2014; Lallès 2014; 2019a). Las formas 
de AP exhiben propiedades bioquímicas diferenciales, entre ellas, la distinta sensibilidad a 
inhibidores, tales como el levamisol (Calhau et al., 2000; Ali et al., 2006; Sharma et al., 
2014; Lallès, 2019a). La inhibición diferencial por levamisol se utiliza comúnmente para 
identificar diferentes formas de AP ya que es un potente inhibidor de la AP tejido-
inespecífica mientras que no inhibe o tiene poco efecto inhibitorio sobre las formas tejido-
específicas tales como la AP intestinal (Mota et al., 2008; Sharma et al., 2014; Lallès, 
2019a).  





En tracto digestivo de mamíferos y algunas especies de vertebrados no mamíferos, 
varias enzimas y sistemas de transporte involucrados en funciones claves tales como la 
digestión y absorción de nutrientes son regulados por procesos de 
fosforilación/desfosforilación (Chang y Leung, 2014; Con et al., 2017). Diversos estudios 
realizados principalmente en líneas celulares de mamíferos y en varias especies de 
mamíferos terrestres sugieren múltiples funciones de la AP intestinal (Lallès 2014, 2019a). 
La AP en intestino participa en la digestión y absorción de nutrientes, regulación de la 
secreción de bicarbonato y mantenimiento del pH de la mucosa duodenal y en varias 
especies protege al organismo de la invasión de microorganismos patógenos cumpliendo un 
rol esencial en el mantenimiento de la homeostasis intestinal por lo que se la considera una 
proteína de defensa (Estaki et al., 2014; Bilski et al., 2017; Ducatelle et al., 2018; Lallès 
2014, 2019a). La existencia y/o nivel de la actividad de AP intestinal serían indicativos de 
la diferenciación funcional en la digestión y absorción de nutrientes (Bates et al., 2007; 
Goldberg et al., 2008; Wang et al., 2018; Nepal et al., 2019). Por otra parte, en varias 
especies de vertebrados, la expresión y/o actividad de AP en intestino es afectada por 
diferentes factores tales como la dieta y la privación de alimento (Geddes y Philpott, 2008; 
Guerville y Boudry 2016; Bilski et al., 2017; Lallès, 2019a). En varias especies de peces se 
ha detectado actividad de AP en intestino en donde cumpliría funciones similares a la AP 
de intestino de mamíferos (Villanueva et al., 1997; Harpaz y Uni, 1999; Silva et al., 2010; 
Facioli et al., 2016; Wu et al., 2017; Wang et al., 2018; Lallès, 2019b). En el pez cebra 
Danio rerio se demostró que la AP intestinal juega un rol crítico en el mantenimiento de la 
homeostasis intestinal (Bates et al., 2007; Lallès, 2019b). 





Los resultados presentados en los capítulos 4 y 5 muestran la existencia de 
actividad de diferentes enzimas digestivas (actividad de carbohidrasas, proteasas y lipasas) 
en intestino de adultos de P. orbignyanus. Se encontró además una modulación diferencial 
de la actividad de enzimas digestivas específicas en intestino anterior a diferentes tiempos 
luego de la ingesta de alimento. Esto sugiere la existencia de una adecuada batería digestiva 
para la hidrólisis completa de varios sustratos dietarios y de ajustes digestivos y 
metabólicos postprandiales diferenciales a nivel bioquímico. En este contexto, determinar 
la existencia y características bioquímicas de actividad de enzimas involucradas en 
funciones clave en intestino, como por ejemplo la actividad de AP, resulta una herramienta 
importante para conocer diferentes aspectos de la fisiología bioquímica digestiva y 
metabólica a nivel bioquímico.  
En este capítulo se describen estudios para: a) determinar la existencia de actividad 
de AP y realizar una caracterización parcial de la misma en intestino de individuos adultos 
de P. orbignyanus b) determinar la actividad de AP a diferentes tiempos luego de la ingesta 
de alimento en individuos juveniles y adultos de P. orbignyanus para evaluar la dinámica 
temporal postprandial.  
 





MATERIALES Y MÉTODOS 
Mantenimiento de animales 
Se trabajó con individuos juveniles y adultos de P. orbignyanus nacidos en 
cautiverio en el Programa de Maricultura y Biología Experimental del Instituto de 
Investigación y Desarrollo Pesquero (INIDEP) mantenidos durante 150 días (Albanesi, 
2018) y 15 meses, respectivamente, en condiciones controladas de alimentación, salinidad, 
temperatura y fotoperíodo como se describió en la sección de Materiales y Métodos del 
capítulo 4 de la presente tesis. 
Para la caracterización parcial de AP, individuos adultos fueron privados de 
alimento durante 24 h (del Valle et al., 2016), se crioanestesiaron y se procedió como se 
describe posteriormente para la determinación de la actividad de AP en intestino. Para la 
determinación de la actividad de AP en intestino a diferentes tiempos luego de la ingesta de 
alimento en individuos juveniles y adultos se procedió como se describió en la sección de 
Materiales y Métodos del capítulo 4 de la presente tesis. Los individuos fueron mantenidos 
y alimentados en el INIDEP. Las determinaciones cuantitativas se llevaron a cabo en el 
Laboratorio de Fisiología Bioquímica y Adaptativa, Departamento de Biología-IIMYC-
CONICET-UNMDP.  
Preparación de homogenatos 
Se realizó según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 4 de 
la presente tesis. 






La actividad de AP se determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis de 
pNPP en un medio conteniendo SO4Mg 4 mM en buffer Tris 100 mM / HCl (pH 7,7) 
acorde a Pinoni et al., (2015). Una alícuota adecuada de muestra se agregó a la mezcla de 
reacción y se preincubó 5 minutos a 37º C. La reacción de fosfatasa se inició por la adición 
de pNPP (concentración final 10 mM). La incubación se realizó a 37ºC durante 10 min. La 
reacción se interrumpió mediante el agregado de KOH 0,1 M. El pNP liberado se 
cuantificó por medición de la absorbancia en 410 nm. Para los estudios de caracterización 
en adultos, la actividad de AP se determinó como se describió anteriormente pero a 
diferentes pH (7,4 a 10,0) del medio de reacción, en presencia de distintas concentraciones 
de pNPP, o en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de levamisol según se 
indica para cada experimento. (16mM o 32 mM) El efecto de la temperatura sobre la 
actividad de AP se determinó como se describió previamente, pero variando la temperatura 
de incubación (4 - 37ºC). Para los experimentos de privación de alimento la actividad de 
AP se determinó como se describió anteriormente a pH 7,7. 
La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 
estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg x ml-1). 
Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Sigma-Stat 
3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas 





y normalidad. Se realizaron análisis paramétricos, t-test o One-Way ANOVA, para estimar 
diferencias estadísticas. Un p <0,05 fue considerado significativo. Se realizaron pruebas a 
posteriori de ANOVA (Bonferroni) para identificar las diferencias. Los resultados del 
efecto de diferentes concentraciones de pNPP se analizaron por medio de análisis de 
regresión no lineal (GraphPad Prism 5.01). Las curvas que se muestran son las que mejor 
ajustan a los datos experimentales. Los valores de Km (constante de Michaelis-Menten) 
fueron estimados por el programa a partir de esas curvas (GraphPad Prism 5.01). 
 
RESULTADOS 
Actividad de AP en intestino anterior de individuos adultos de P. orbignyanus: 
caracterización parcial 
Inicialmente, se determinó la actividad total de AP dentro del rango de pH de 7,4 a 
9,0. La actividad de AP fue similar dentro del rango de pH de 7,4 a 8,4; mientras que a pH 











Figura 6.1. Actividad específica de AP a diferentes pH en intestino anterior de P. 
orbignyanus. Letras distintas indican diferencias entre sí (One-Way ANOVA; p < 
0,05). Los valores son las medias ± E.S  para 7 individuos. 
 
El efecto de concentraciones crecientes de pNPP sobre la actividad total de AP a 
pH 9,0 se muestra en la Figura 6.2. La actividad de AP exhibió una cinética de tipo 















Figura 6.2. Efecto de concentraciones crecientes de pNPP sobre la actividad total 
de AP a pH 9,0 en intestino anterior de P. orbignyanus. Los valores son las medias ± 
E.S. para 7 individuos. 
 
Se determinó el efecto de concentraciones crecientes de levamisol sobre la 
actividad total de AP a pH 9,0 (Figura 6.3). La actividad total de AP en intestino anterior 
fue inhibida parcialmente (alrededor de 60%) por levamisol 16 mM manteniéndose dicha 
inhibición a 32 mM. La inhibición por levamisol reveló la existencia en intestino anterior 















Figura 6.3. Actividad específica de AP en intestino anterior de P. orbignyanus en 
presencia de levamisol 16 mM y 32 mM. La actividad se midió a pH 9,0. Los valores 
son las medias ± E.S. para 7 individuos. 
 
Posteriormente, se determinó la actividad de AP en ausencia o presencia de 
levamisol 16 mM a diferentes pH (7,7 – 9,0) (Figura 6.4). A pH 7,7 la actividad de AP fue 
similar en ausencia y presencia de levamisol, por lo que podría corresponder a una 
actividad de AP insensible a levamisol, tal como la AP intestinal. En base a estos 
resultados, para los posteriores experimentos se determinó la actividad de AP a pH 7,7 
(insensible a levamisol). 
 
 












Figura 6.4. Actividad específica de AP a diferentes pH en ausencia o presencia de 
levamisol 16 µM en intestino anterior de P. orbignyanus.     Actividad de AP en 
ausencia de levamisol (actividad total de AP).     Actividad de AP en presencia de 
levamisol (actividad de AP insensible a levamisol). Los valores son las medias ± E.S. 
para 7 individuos. 
 
La figura 6.5 muestra el efecto de concentraciones crecientes de pNPP sobre la 
actividad de AP en intestino anterior de P. orbignyanus a pH 7,7. El análisis cinético de 










Figura 6.5. Efecto de concentraciones crecientes de pNPP sobre la actividad de AP 
a pH 7,7 pNPP en intestino anterior de P. orbignyanus. Los valores son las medias ± 
E.S. para 7 individuos 
 
La actividad de AP fue similar a 4ºC y 25ºC (4ºC: 191 ± 29; 25ºC= 213 ± 37 
nmoles de pNP x min-1 x mg prot-1) mientras que a 37ºC la actividad aumentó alrededor de 















Figura 6.6. Efecto de la temperatura (4-37ºC) sobre la actividad de AP a pH 7.7 en 
intestino anterior de P. orbignyanus. Los valores son las medias ± E.S. para 7 
individuos. 
 
Actividad de AP en intestino a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento 
en individuos de adultos de P. orbignyanus 
La actividad de AP en intestino anterior a las 24 y 72 h luego de la ingesta de 
alimento fue similar a la actividad a t0. A las 360 h post-ingesta, la actividad de AP fue 
mayor (82%) respecto a t0 (Figura 6.7). 
 
 











Figura 6.7. Actividad de AP en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. * indica diferencias significativas 
respecto a t0 (ANOVA, p < 0,05). Los valores son la media ± E.S. para 7 individuos.  
 
Actividad de AP en intestino de individuos juveniles de P. orbignyanus  
El intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus también exhibió actividad de 
AP a pH 7,7 (Figura 6.8). 
La actividad de AP en intestino anterior de juveniles a las 24 h luego de la ingesta 
de alimento fue similar a la actividad a t0. A las 72 h disminuyó (alrededor de un 39%) con 
respecto a t0 y se mantuvo constante a las 360 h luego de la ingesta de alimento (Figura 
6.8). 
 














Figura 6.8. Actividad de AP en intestino anterior de juveniles de P. orbignyanus a 
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento. * indica diferencias significativas 




La inhibición diferencial por levamisol permite identificar diferentes formas de 
AP ya que es un potente inhibidor de la AP tejido-inespecífica mientras que no inhibe las 
formas tejido-específicas (Mota et al., 2008; Sharma et al., 2014; Lallès, 2019a). Diversos 
trabajos han demostrado que el levamisol no inhibe a la AP intestinal (Sergienko y Millán, 
2010; Sharma et al., 2014; Lallès, 2019a). La inhibición de la actividad de AP por 
levamisol muestra la existencia de actividades de AP insensible y sensible a levamisol en 
intestino anterior de adultos de P. orbignyanus. Las actividades de AP en mamíferos y en 





varios vertebrados no mamíferos se caracterizan por exhibir pH óptimos por encima de 7,0 
o en algunos casos a valores más altos (9,0 o mayor) (Chan y Stinson, 1986; Bortolato et 
al., 2002; Simao et al., 2007; Millan, 2006). Este parece ser el caso también para las 
actividades de AP en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus. La insensibilidad a 
levamisol de la actividad de AP a pH 7,7 en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus 
sugiere que esta actividad correspondería a actividad de AP intestinal (Sergienko y Millán, 
2010; Sharma et al., 2014; Lallès 2019b). En base a esto, se continuó una caracterización 
parcial de la actividad de AP a pH 7,7 y se determinó su respuesta a diferentes tiempos 
luego de la ingesta de alimento. El comportamiento alostérico de la actividad de AP a pH 
7,7 en respuesta a concentraciones crecientes de pNPP coincide a lo descripto en 
mamíferos (Hoylaerts et al., 1997; Millan, 2006). Las AP de diferentes tejidos animales 
muestran una sensibilidad variable a la temperatura (Olsen et al., 1991; Àsgeirsson et al., 
1995; Funk et al., 2001; Bortolato et al., 2002; Millan, 2006). La AP en tracto digestivo de 
varios animales es estable a temperaturas extremas (Hani et al., 2018). La respuesta a la 
temperatura de la actividad de AP intestinal (mantenimiento de la actividad a baja 
temperatura y una mayor actividad a 37°C) sugiere una actividad de AP tolerante a 
temperaturas extremas. En la Laguna Costera Mar Chiquita P. orbignyanus puede 
encontrase expuesto a rangos de temperatura entre 4º y 28º C (Rivera-Prisco et al., 2001; 
observaciones personales). Hemos demostrado previamente que la actividad de enzimas 
digestivas (carbohidrasas, lipasa y proteasas) en el intestino de juveniles de P. orbignyanus 
se mantiene dentro de un amplio rango de temperatura (4-45°C) (del Valle et al., 2016). 





Los resultados presentados en los capítulos 4 y 5 de la presente tesis muestran la 
modulación diferencial de la actividad de carbohidrasas, proteasas y lipasa en intestino 
anterior a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento sugiriendo una diferente 
dinámica postprandial del metabolismo de hidratos de carbono, proteínas y lípidos en 
adultos de P. orbignyanus. En intestino de mamíferos, se ha sugerido que la AP participa 
en la digestión y absorción de nutrientes tales como lípidos y proteínas, regulación de la 
secreción de bicarbonato, mantenimiento del pH de la mucosa duodenal y en funciones de 
defensa (Estaki et al., 2014; Lallès, 2014, 2019a; Bilski et al., 2017; Ducatelle et al., 2018). 
En intestino de varias especies de peces se ha detectado actividad de AP que parece 
cumplir funciones similares a la AP de intestino de mamíferos (Villanueva et al., 1997; 
Harpaz y Uni; 1999; Silva et al., 2010; Facioli et al., 2016; Wu et al., 2017; Wang et al., 
2018; Lallès, 2019b). En intestino delgado de mamíferos la actividad de AP es regulada 
por varios factores tales como la dieta y la privación de alimento (Geddes y Philpott, 2008; 
Lallès, 2014, 2019a; Guerville y Boudry, 2016; Bilski et al., 2017). El mantenimiento de la 
actividad de AP en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus en valores similares a t0 
a las 24 y 72 h luego de la ingesta de alimento sugiere que esta actividad no constituiría un 
componente de ajustes digestivos postprandiales a nivel bioquímico concomitantemente a 
la modulación de enzimas digestivas clave. Sin embargo, el aumento de la actividad de AP 
a las 360 h luego de la ingesta de alimento sugiere su participación en ajustes a tiempos 
prolongados. Tomando como parámetro la concentración de reservas de energía en hígado 
y músculo, un tiempo de privación de alimento de hasta 360 h no implicaría una condición 
de ayuno (condición extrema de privación de alimento en la cual se produce movilización 





de reservas de energía) para adultos de P. orbignyanus (ver capítulos 4 y 5 de la presente 
tesis). Si el aumento de la actividad de AP está relacionado con el mantenimiento de 
procesos absortivos (ej. de proteínas y/o lípidos o proteínas) y/o de la homeostasis 
intestinal a tiempos prolongados luego de la ingesta de alimento requiere mayor 
investigación. 
En varias especies de peces se ha demostrado la presencia de actividad de AP 
intestinal en etapas tempranas del desarrollo aunque en bajos niveles. En general, la 
expresión y cantidad de AP intestinal aumenta a medida que se diferencian las células 
epiteliales intestinales por lo que incrementos en la actividad de AP en intestino serían 
indicativos de la diferenciación funcional en digestión y absorción de nutrientes 
(Zambonino-Infante y Cahu, 2001; Goldberg et al., 2008; Wang et al., 2018). Sin embargo, 
existen diferencias sustanciales en el patrón de cambios temporales en la actividad de AP 
intestinal en diferentes especies de peces. En aquellas carnívoras, por ejemplo, no se han 
encontrado variaciones en la actividad de AP intestinal durante el desarrollo (Lallès, 
2019b). La existencia de actividad de AP en intestino anterior, juntamente con la presencia 
de enzimas digestivas en membrana de borde estriado (maltasa, sacarasa y APN) (del Valle 
et al., 2016; Albanesi, 2018) sugiere la diferenciación funcional en digestión y absorción 
de nutrientes de juveniles de P. orbignyanus. Sin embargo, el hecho que, contrariamente a 
lo observado en adultos, la actividad de AP en intestino anterior de juveniles disminuyó a 
las 72 h (manteniéndose constante a las 360 h) luego de la ingesta de alimento soportan la 
idea de la existencia de ajustes diferenciales postprandiales a nivel bioquímico en relación 
a la edad como describimos previamente para enzimas digestivas (capítulos 4 y 5). Esta 





disminución postprandial de AP en intestino de juveniles fue concomitante a la observada 
para la actividad de APN (enzima clave en pasos finales de la digestión proteica). Futuros 
estudios deberían focalizarse en establecer si existe una relación funcional entre ambas 
enzimas en la degradación y absorción de ítems proteicos. 
En conclusión los resultados del presente capítulo sugieren la existencia de 
actividad de AP intestinal en adultos y juveniles de P. orbignyanus. La respuesta 
postprandial de esta actividad sugiere su participación diferencial en ajustes a tiempos 
prolongados luego de la ingesta de alimento en adultos y juveniles. Los resultados de este 
capítulo constituyen el primer trabajo en demostrar la existencia de actividad de AP en 
intestino anterior de peces planos del género Paralichthys. 






Los estudios sobre existencia, caracterización y modulación de enzimas claves en 
tracto digestivo y de reservas de energía permiten conocer ajustes digestivos y metabólicos 
a nivel bioquímico, evaluar la condición de los individuos y establecer la naturaleza de los 
componentes dietarios y/o de reserva que pueden ser potencialmente utilizados en relación 
a distintas condiciones fisiológicas y/o ambientales. Es evidente la importancia de realizar 
este tipo de estudios en especies de interés regional, ecológico y/o económico ya que 
determinar el perfil digestivo, de reservas y los ajustes en los mismos constituye una 
herramienta de gran valor para la comprensión de diferentes aspectos de la fisiología 
bioquímica digestiva y metabólica, aspectos ecofisiológicos y selección de condiciones 
adecuadas de alimentación y mantenimiento.  
Se demostró la co-existencia en hepatopáncreas de N. granulata de las actividades 
de Na+-K+ ATPasa (bomba clásica de sodio) y de Na+ ATPasa insensible a ouabaína e 
inhibible por furosemida (segunda bomba de sodio). La estimulación por Na+ bajo total 
inhibición de la actividad de Na+-K+ ATPasa reveló la existencia de actividad de Na+ 
ATPasa. La identificación de la actividad de Na+ ATPasa  ha sido un hallazgo relevante, ya 
que constituye la primera evidencia de su existencia en hepatopáncreas de un cangrejo 
eurihalino intermareal (Capítulo 1). La Na+ ATPasa fue totalmente inhibida por furosemida 
2 mM, exhibió cinética de Michaelis-Menten para ATP y actividad más alta alrededor de 





pH 7,4 (Capítulo 1). La estimulación por Na+ bajo total inhibición de la actividad de Na+-
K+ ATPasa reveló la existencia  de actividad de Na+ ATPasa la cual  fue totalmente 
inhibida por furosemida 2 mM, exhibe cinética de Michaelis-Menten para ATP y actividad 
más alta alrededor de pH 7,4 (Capítulo 1).  
 Se determinó la existencia de una modulación específica y diferencial de la 
actividad de Na+ ATPasa luego de la ingesta de alimento en hepatopáncreas de N. 
granulata. Se observó un marcado aumento de la actividad de Na+ ATPasa en 35 ups 48 h 
después de la ingesta de alimento. A 10 ups hubo una disminución 1 h luego de la ingesta 
de alimento que se mantuvo hasta las 24 h de dicha actividad. Esto sugiere su rol en ajustes 
digestivos y metabólicos postprandiales y como componente de respuestas post-ingesta a 
nivel bioquímico a la salinidad ambiental (Capítulo 2).  
Se demostró que la concentración de triglicéridos y las actividades de lipasa y de 
AP sensible a levamisol e insensible a levamisol en hepatopáncreas son afectados 
diferencialmente por la exposición a una misma dieta en individuos de N. granulata de 
planicie de mareas y espartillar, sugiriendo la influencia del hábitat de origen en las 
respuestas de parámetros digestivos y metabólicos clave (Capítulo 3). La modulación 
diferencial de la actividad de  enzimas digestivas clave y del contenido de reservas de 
energía en hepatopáncreas de individuos  de ambos sitios expuestos a las mismas 
condiciones de alimentación sugiere que diferentes mecanismos intrínsecos podrían 
conducir al uso diferencial de vías digestivas y metabólicas en relación con el hábitat 
(Capítulo 3). 





Se demostró la existencia de actividad de amilasa y de maltasa en intestino 
anterior de adultos de P. orbignyanus y de glucógeno en hígado y músculo lo que sugiere 
su potencial capacidad para la digestión de diferentes tipos de carbohidratos glucogénicos 
(almidón, glucógeno, dextrina y maltosa), así como el rol del intestino anterior en pasos 
finales de la digestión de hidratos de carbono y absorción de metabolitos resultantes (ej. 
glucosa) y la capacidad de almacenamiento de reservas de glucógeno en hígado y músculo 
(Capítulo 4). La similar actividad específica de amilasa y de maltasa en adultos y juveniles 
sugiere el mantenimiento de la potencial capacidad digestiva para sustratos glucogénicos 
en relación a la edad.  
Se demostró la existencia de actividad de tripsina, N-aminopeptidasa (APN) y de 
lipasa en intestino anterior de adultos de P. orbignyanus lo que sugiere su potencial 
capacidad para la digestión completa de ítems proteicos y el rol del intestino anterior en 
pasos finales de la digestión proteica. Además, los resultados sugieren la capacidad de 
almacenamiento de reservas de proteínas y triglicéridos en hígado y músculo (Capítulo 5). 
Las diferencias en actividad específica de APN y de lipasa en intestino anterior de adultos 
con respecto a juveniles sugieren cambios en el perfil digestivo para pasos finales de la 
digestión de proteínas y para la importancia relativa de la digestión de lípidos en relación a 
la edad.  
Se demostró la existencia de respuesta diferencial de la actividad de amilasa, 
maltasa, tripsina, APN y lipasa a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en 
intestino anterior de adultos de P. orbignyanus y de reservas en hígado y músculo 





(Capitulos 4 y 5). Los resultados sugieren la existencia de una diferente dinámica 
postprandial de componentes clave del metabolismo de hidratos de carbono, proteínas y 
lípidos (enzimas digestivas/reservas) a nivel bioquímico y consecuentemente de ajustes 
digestivos y metabólicos postprandiales en adultos de P. orbignyanus. Las diferencias 
observadas con respecto a individuos juveniles sugieren además, una diferente dinámica 
postprandial para enzimas digestivas y reservas de energía en relación a la edad. 
Se demostró la existencia de actividad de AP en intestino de adultos de P. 
orbignyanus la cual se caracterizó parcialmente. La insensibilidad a levamisol de la 
actividad total de AP a pH 7,7 sugiere que esta actividad podría corresponder a AP 
intestinal (Capítulo 6). El aumento de esta actividad a tiempos prolongados luego de la 
ingesta de alimento sugiere su participación en el mantenimiento de la homeostasis 
intestinal (Capítulo 6). 
Se demostró la existencia de alta actividad de AP en intestino de juveniles de P. 
orbignyanus sugiriendo la existencia de características digestivas de adulto. Sin embargo, 
la diferente respuesta de la actividad de AP en intestino a diferentes tiempos luego de la 
ingesta de alimento sugiere la existencia de ajustes postprandiales diferenciales en relación 
a la edad (Capítulo 6). 
Los resultados de la presente tesis aportan importante información y contribuyen 
al conocimiento sobre la fisiología bioquímica digestiva y metabólica de crustáceos 
decápodos y peces teleósteos en general y de cangrejos eurihalinos estuariales y peces 
planos estuario-dependientes de importancia regional, ecológica y/o comercial, en 





particular. Además, constituyen un punto de partida para futuros estudios sobre vías 
metabólicas y mecanismos de regulación involucrados en la modulación de componentes 
clave del metabolismo de las principales macromoléculas. Los resultados son de impacto y 
potencial aplicación en acuicultura debido a la importancia para la misma del conocimiento 
del perfil digestivo y metabólico a nivel bioquímico (existencia y modulación de enzimas 
digestivas específicas y reservas de energía) para el mejoramiento del cultivo y explotación 
de especies de interés comercial. 
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